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Ad: Espermatogonias oscuras

ADN: Acido desoxirribonucleico
AG: Aparato de Golgi

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
Ap: Espermatogonias palidas

ARFs: Factores de ribosilacion del ADP, del término inglés “ADP ribosylation factors”
Arl2: Proteina similar a ARF, del término inglés “ARF- like protein”
ARN: Acido ribonucleico

ARNM: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

BMP15: Factor morfogenético del hueso, del término inglés “Bone morphogenetic
protein”

BSA: Seroalbimina bovina

CCT: Chaperonina citosélica con TCP-1, del término inglés “Cytosolic chaperonin
containing TCP-1”

Células Hela: Linea de células endoteliales de carcinoma cérvical-uterino
Células Hek293T: Linea de células 293 embrionarias de rifién

Células MCF7: Linea celular de adenocarcinoma de mama humano
Células NIH3T3: Linea celular de fibroblastos de embrion de raton

CeGen: Centro Nacional de Genotipado

CGs: Células de la granulosa

CGPs: Celulas germinales primordiales

CNBI: Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica Norteamericana
CP: Corpusculo polar

C-Terminal: Carboxilo terminal

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
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Fases G1y G2: Fases de crecimiento durante el ciclo celular
Fases S: Fase de sintesis durante el ciclo celular

FIV: Fecundacién in vitro clasica

FSH: Del término inglés “Follicle-stimulating hormone”

GDF9: Factor de diferenciacion del crecimiento, del término inglés “Growth
differentiation factor”

GDP: Guanosin difosfato
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
GTP: Guanosin trifosfato

GVBD: Rotura de la vesicula germinal, del término inglés “Germinal vesicle
breakdown”

HCL: Acido clorhidrico
HRD: Hipoparotidismo, retraso mental y dismorfia facial

ICSI: Microinyeccion intracito plasmatica, del término inglés “Intracytoplasmatic
sperm inyecction ”

IFT: Transporte intraflagelar, del término inglés “intraflagelar transport”
IMT: Transporte intramanchette, del término inglés “intramanchette transport”
KDa: Kilo Daltons

LH: Hormona Luteinizante, del término inglés “Luteinizing hormone”

MAPs: Proteinas kinasas

MAPK: Proteina kinasa

MPF: Factor promotor de meiosis, del término inglés “M-phase factor”

MI: Metafase | de la meiosis

MII: Metafase 11 de la meiosis

MT: Microtubulo

MTOC: Centro organizador de microtubulos, del término inglés “Microtubule
Organazing Center”
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NuMA: Aparato mitético nuclear, del término inglés “Nuclear Mitotic Apparatus”
N-terminal: Amino terminal

OPRM1: el receptor p de opioides, del término inglés “un-opioid receptor”’, OPRM1
PCM: Material pericentrosomal, del término inglés “Pericentrosomal material”
P150: Subunidad del complejo activador de dineina

PI: Profase | de la meiosis

RE: Reticulo endoplasmatico

RCCL: Factor regulador dela condensacién de la cromatina

SAC: Punto de control de la formacion del huso, del término inglés “Spindle Assembly
Checkpoint”

SDS: Dodecilsulfato sédico

SNP: Poliformismo de nucle6tido simple, del término inglés “Single Nucleotide
Polimorphism”

SPZ: Espermatozoide

URA: Unidad de Reproduccion Asistida, Hospital Universitario Marques de Valdecilla
TBCA: Cofactor de la tubulina A, del término inglés “Tubulin cofactor A”

TBCB: Cofactor de la tubulina B, del término inglés “Tubulin cofactor B”

TBCC: Cofactor de la tubulina C, del término inglés “Tubulin cofactor C”

TBCD: Cofactor de la tubulina D, del término inglés “Tubulin cofactor D”

TBCE: Cofactor de la tubulina E, del término inglés “Tubulin cofactor E”

TBCs: Cofactores del plegamiento de la tubulina, del término inglés “Tubulin
cofactors”

TBCEL.: Proteina similar a TBCE, del término inglés “cofactor E-like”
TBST milk: Buffer Tris salino con Tweed + 3% de leche desnatada en polvo

TGFB: Factor de crecimiento transformante 3, del término inglés “Transforming growth
factor beta”

TEMED: Tetrametillenediamina


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Abreviaturas

TRA: Técnicas de reproduccion asistida

TriC: Complejo del anillo TCP-1, del término inglés “TCP-1 ring complex”

UBL: Dominio similar a la Ubiquitina, del término inglés “Ubiquitin like domain”
URA: Unidad de Reproduccion Asistida, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
VG: Vesicula germinal

ZP: Zona pellcida

v-TURCSs: Anillo de y-tubulina, del término inglés “y-tubulin ring complex”

2PN2CP: Dos prontcleos (PN prondcleo, dos corpusculos polares)
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1.1 Introduccién:

Fig.l-1: A: Imagen electronica del citoesqueleto. B: Esquema de las diferentes fibras
principales que componen el citoesqueleto de una célula eucariota.

Fig.1-2: Esquema de la estructura de los MTs.

Fig.1-3: Esquema de la inestabilidad dinamica microtubular.

Fig.1-4: Esquema de la estructura de un con los MTs formando tripletes.
Fig.1-5: Modelo de la dimerizacion de la tubulina en la ruta postchaperonina.
Fig.1-6: Modelo de disociacion del dimero de tubulina.

Fig.1-7: Estructura tridimensional de TBCA humano.

Fig.1-8: Estructura del gen de TBCA humano.

Fig.1-9: Esquema de TBCE.

Fig.1-10: Esquema del gen de TBCB.

Fig.1-11: Esquema de TBCC.

Fig.1-12: Esquema del gen de TBCC.

Fig.1-13: Inmunolocalizacion por microscopia confocal de TBCD en los centrosomas y

en el midbody en células Hela.

Fig.1-14: Esquema del gen TBCD.

Fig.1-15: Esquema de TBCE.

Fig.1-16: Esquema del gen de TBCB.

Fig.1-17: Esquema de ARL2.

Fig.1-18: Esquema del gen de TBCC.

Fig.1-19: Esquema comparativo de Meiosis y Mitosis.

Fig.1-20: Dos esquemas diferentes sobre la proliferacion de las espermatogonias.
Fig.1-21: Esquema general de la espermatogénesis.

Fig.1-22: Esquema representativo del proceso de espermiogénesis.

Fig.1-23: Esquema del acroplaxoma y su anillo marginal.
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Fig.1-24: Esquema de los cambios que experimenta el citoesqueleto durante la

espermatogénesis.

Fig.1-25: A. Esquema de las partes de un espermatozoide maduro. B. Esquema de la

ultraestructura del flagelo del espermatozoide.

Fig.1-26: Esquema del proceso de fecundacion a nivel del centrosoma del

espermatozoide.

Fig.1-27: A. Esquema de ovario donde se observa la presencia de foliculos en diferentes

estadios de crecimiento en el cortex del ovario.
Fig.1-28: Esquema resumen de las diferentes fases de la foliculogénesis.

Fig.1-29: A. Esquema de la comunicacion entre el ovocito y las células de la granulosa a

través de las uniones tipo gap.

Fig.1-30: Esquema de un foliculo de Graaf.

Fig.1-31: Foto y esquema representativo de un Pl

Fig.1-32: Foto y esquema representativo de un Ml

Fig.1-33: Fotos de inmunofluorescencia realizadas con Microscopia Confocal.
Fig.1-34: Fotos y esquema representativo de un Mll

Fig.1-35: Esquema representativo de las etapas del proceso de fecundacion.

1.2 Materiales y métodos:

Fig.M-1: Imagen de una ecografia vaginal de unos ovarios estimulados con
gonadotropinas.

Fig.M-2: Esquema de los Protocolos de Estimulacion Ovarica.

Fig.M-3: Esquema resumen de las Técnicas de Fecundacion in vitro (TRA).

Fig.M-4: Esquema de los 4 pasos necesarios para realizar eclosion mecanica

Fig.M-5: Esquema de las TRA.

Fig.M-6: Esquema representativo de alguna de las posibilidades de combinaciones que
se van o poder observar en los ovocitos en MII al realizar el analisis de las

inmunofluorescencia al Microscopio Confocal.
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Fig.M-7: Haplotipos seleccionados utilizando el HapMap y esquema de cada gen de
TBCs con la ubicacion de sus respectivos SNPs.

Tabla M-1: Ciclos necesarios para la sintesis de ADNc
Tabla M-2: Primers utilizados para realizar las RT-PCRs

Tabla M-3: Comparacion filogenética de los TBCs en diferentes especies utilizando

como herramienta HomoloGene.

Tabla M-4: Haplotipos seleccionados utilizando el HapMap y esquema de cada gen de

TBCs con la ubicacion de sus respectivos SNPs

Tabla M-5: Tabla resumen de todos los SNPs (codificantes y tagging) seleccionados
utilizando el HapMap para disefiar el Chip de ADN.

1.3 Resultados:

Fig.R-1: Deteccion de TBCE, TBCD, a- y B- tubulina mediante técnicas de western blot

con anticuerpos especificos.

Fig.R-2: Deteccion de la presencia de los ARNm para los TBCs, B- tubulina y p-actina

en espermatozoides y cOrtex cerebral.

Fig.R-3: Deteccion de la presencia de los ARNm para los TBCs, B- tubulina y B-actina

en ovocitos (P1, Ml y MII) y cortex cerebral.

Fig.R-4: Micrografia electronica de una espermatida en fase temprana de formacion.
Fig.R-5: Micrografia electronica de secciones oblicuas de espermétidas alargada.
Fig.R-6: Micrografia electrénica de un espermatozoide maduro

Fig.R-7: Analisis mediante inmunoelectrénica de la presencia de TBCD en tejido

testicular en una espermatida durante el proceso de espermiogénesis.

Fig.R-8: Analisis mediante inmunoelectrénica de la presencia de TBCE en tejido

testicular de raton durante el proceso de espermatogénesis.

Fig.R-9: Imagenes de microscopia confocal de espermatozoides humanos donde se

detecta TBCD por inmunofluorescencia.

Fig.R-10: Imagen de microscopia confocal detallada de un espermatozoide con

ampliacion de la zona de localizacion de los s.
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Fig.R-11: Imégenes de microscopia confocal de espermatozoides humanos donde se
detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-12: Imagenes de microscopia confocal de espermatozoides humanos donde se

detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-13: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z en ovocitos
humanos en VG donde se detecta TBCD por inmunofluorescencia.

Fig.R-14: Iméagenes de microscopia confoca de proyecciones en el eje Z en ovocitos

humanos en M1 donde se detecta TBCD por inmunofluorescencia.

Fig.R-15: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocito
humanos en MII donde se observa por un lado los cromosomas dispuestos en el huso y
por otro el CP

Fig.R-16.1: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en MII donde se detecta TBCD por inmunofluorescencia.

Fig.R-17.1: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en Pl donde se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-17.2: Imégenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en Pl donde se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-18: Imagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en M1 donde se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-19.1: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en MII donde se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-19.2: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z de ovocitos

humanos en MII donde se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-20: Iméagenes de microscopia confocal de proyecciones en el eje Z en un Mll
microinyectado y que no ha sido capaz de completar el proceso de fecundacion y donde

se detecta TBCE por inmunofluorescencia.

Fig.R-21: Esquema resumen de la ubicacion del cambio en el SNPs RS378522

detectado en homocigosis en una paciente de la URA en el mapa del gen de TBCD.
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11.4 Discusion:

Fig.D-1: Esquema resumen de la localizacion subcelular de TBCD y TBCE en gametos
humanos.
Fig.D-2: Esquema resumen de las posibles funciones y localizaciones subcelular de

TBCD y TBCE en el proceso de fecundacion y primeras divisiones celulares

12



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Introduccion

111 INTRODUCCION

13



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Introduccion

I11.1 El citoesqueleto:

El citoesqueleto es un entramado tridimensional y dindmico, presente en
eucariotas, bacterias, arquetas (Yutin y Koonin, 2012) y en algunos fagos (Kraemer y
col, 2012). Actia como mediador esencial en muchos aspectos de la funcion celular ya
que contribuye a establecer la forma celular, organizar la disposicion y comunicacion de
los organulos celulares y participa en los procesos de endocitosis, exocitosis y division
celular. Esté constituido por una compleja malla de filamentos proteicos que cooperan
entre si, permitiendo al citoesqueleto modificar su configuracidn espacial en respuesta a
cambios microambientales que influyen en la conducta y dindmica de las células
(Charbon y cols, 2009) tales como la diferenciacion, la proliferacion, la supervivencia,
la polaridad y la migracion (Hynes, 2009).

En las células eucariotas, estd integrado principalmente por tres tipos de
filamentos con propiedades mecéanicas y dindmicas propias: microtibulos (MTs),
filamentos de actina y filamentos intermedios. Estas fibras se originan a partir de la
polimerizacion de cada uno de sus mondémeros unidos mediante enlaces no covalentes.
Cada tipo de hebra esta formado por una subunidad proteica distinta: actina para los
filamentos de actina, tubulina para los MTs y una familia de proteinas fibrosas

relacionadas (ej. vimetina o laminas) para los filamentos intermedios (Alberts, 2003).

A

«r

Microfilamento Filamento intermedio Microtubuio

Fig.I-1: A: Imagen electronica de barrido del citoesqueleto. B: Esquema de las diferentes fibras que
componen el citoesqueleto de una célula eucariota. Microfilamentos de actina, Filamentos intermedios y
MTs. (http://www7.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMlval2.4.6.html).
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Los micrrofilamentos de actina son necesarios para la movilidad, la division
celular y la contraccion de la célula. Los filamentos intermedios distribuyen fuerzas de
tension y proporcionan soporte estructural a los diferentes organulos, mientras que los
MTs participan en el establecimiento de la polaridad celular y en los procesos de

motilidad (cilios y flagelos), division y transporte.

111.2 Los microtubulos:

11.2.1 Estructura

Los microtabulos (MTs) son estructuras tubulares de 25 nm de diametro
exterior y unos 12 nm de diametro interior, con longitudes que pueden ir desde unos
pocos nandémetros a varios micrémetros (Amos y Baker, 1979). Son polimeros
formados por heterodimeros de subunidades globulares de a- y B-tubulina que

conforman la unidad estructural y funcional del microtubulo (Weisenberg, 1972).

Las interacciones longitudinales y laterales entre los heterodimeros de a- y B-
tubulina van a dar lugar a la formacion del MT. Por un lado, las uniones longitudinales
de tipo “cabeza-cola” entre la o-tubulina de un heterodimero y la B-tubulina del
siguiente heterodimero, van a facilitar la formacion de unas estructuras lineales
denominadas protofilamento. Y por otro lado, las uniones laterales entre las a- y B-
tubulinas de protofilamentos contiguos, dan lugar primero a laminas que posteriormente
se curvan y cierran a modo de cremallera (Nogales y Wang, 2006) alrededor de un
nacleo central (Alberts y col, 1993) dando lugar a un MT. In vitro, el nimero de
protofilamentos que forman un microtubulo varia desde 9 hasta 16 (Chretien y Wade,
1991) mientras que in vivo habitualmente estan compuestos por 13 protofilamentos
(Evans y cols, 1985), lo que sugiere la existencia de un mecanismo de control que
define una unica geometria (Tinley y col, 1973; Sui y Downing, 2010).

El patron molecular intrinseco de las repeticiones de los dimeros de tubulina y su
organizacion a los largo de los protofilamentos de tipo "cabeza-cola” resultando en una
polaridad a los largo del polimero de tubulina, que da lugar a la formacion de dos
extremos diferentes. (McKean y col. 2001). El extremo (+) estd compuesto por un anillo

de B-tubulinas (Walter y col, 1988) y presenta unas tasas de crecimiento y disociacion
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mayores que el extremo (-) que esta compuesto por un anillo de a-tubulinas (Fig. I-2) y
normalmente esta localizado en un centro organizador de microtibulos (MTOC, del
término inglés “Microtubule Organizing Center”) (McKean y col. 2001, Li y col,
2002).

25nm

(+)

tubulin
heterodimer

(-)

protofilament microtubule

Fig.1-2: Esquema de la estructura de los MTs. Estan formados por la interaccion de una proteina
compuesta por dos polipéptidos proteinas diferentes, la o-tubulina (verde) y la f-tubulina (rojo). La
asociacion lineal de los heterodimeros de of5- tubulina forma un protofilamento asi como la asociacion
lateral de protofilamentos forma un MT con polaridad. El extremo - es el menos dindmico y siempre
comienza con una subunidad de a-tubulina 'y el extremo + es el mas dinamico y termina con un anillo de
subunidades de [-tubulina
(Garcia Hevia y col, 2014).

Existen numerosos genes de tubulinas en el genoma y numerosos pseudogenes.
Dado que los dimeros de of-tubulinas se pueden formar como combinaciones de
cualquiera de sus productos, cualquier a- con cualquier B-tubulina, la combinacién
entre estas diferentes tubulinas hace que los MTs puedan mostrar una enorme variedad a
nivel molecular que se traduce en una enorme versatilidad funcional. Ademas, estas
proteinas pueden sufrir numerosas modificaciones postransduccionales que amplifican
todavia mas su capacidad de especializacion. En términos generales se pueden distinguir
dos poblaciones de MTs. Por un lado se encuentran los MTs estables o de vida larga que

forman parte de los cilios, flagelos o axones neuronales y por otro lado los MTs
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inestables o de vida corta, que se localizan en estructuras altamente dinamicas como los

husos mitéticos y meioticos.

111.2.2 Nucleacion de los MT

La formacion de los MTs se inicia con una primera fase de nucleacion seguida
de una fase de crecimiento o elongacién de los dimeros de tubulina. Y para que esto
ocurra, es necesario que haya presente una concentracion minima de proteina
(concentracion critica) por debajo de la cual no existe formacion significativa de

polimeros, al menos in vitro (Oosawa y Asakura, 1975).

El proceso de nucleacion consiste en la formacion de novo de MTs a partir de
tubulina. Este proceso puede ocurrir en diferentes ubicaciones intracelulares
especializadas, a las cuales Pickett-Heaps (1969) asigno el nombre genérico de centro
organizazor de MTs (MTOC, del termino inglés “Microtubule Organizing Centers”). La
funcion de los MTOCs, va a depender del acimulo de unas estructuras anulares
denominadas y-TuRCs (del término inglés “y-tubulin ring complex’’), compuestas por y-
tubulinas y proteinas asociadas que sirven como molde para el crecimiento de los MTs
(Moritz y col, 1995). Dentro de los MTOCs, se encuentran los centrosomas que son el
sitio principal de nucleacion de los MTs en la célula, los cuerpos basales donde se inicia
la formacion de los flagelos y cilios y en los husos mitéticos y mei6ticos o asociados al

nucleo.

111.2.3 Dinamica de los MTs

Los MTs presentan un comportamiento intrinsicamente dindmico de
polimerizacion y despolimerizacion gracias a la capacidad que tienen de intercambiar
subunidades de tubulina entre los polimeros y la tubulina soluble. En las células, esta
caracteristica les permite realizar sus funciones ya que su dinamicidad cambia en
respuesta a diferentes sefiales reguladoras (tesis Carranza, 2010), dando como resultado,
por ejemplo, que los MTs interfasicos sean entre 10 y 20 veces mas estables que los
mitoticos (Mitchison y Kirschner, 1984a; McNally, 1996), o durante la diferenciacion

neuronal (Fanarraga y cols, 1999a).

Los extremos del MT poseen diferente tasa de polimerizacion (Bergen y Borisy,
1980) siendo el extremo + méas dindmico ya que su tasa de crecimiento es mayor que el

extremo - con una tasa de crecimiento mas lenta. Asi, un MT puede oscilar entre las
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fases de crecimiento/polimerizacién y acortamiento/despolimerizaciéon, también

Ilamadas respectivamente rescate y catéstrofe (tesis Carranza, 2010).

Existe una tercera fase denominada “estado estacionario”, que solo se puede
aplicar a la poblacién total de MTs y no a un MT en particular ya que sus extremos
estan continuamente creciendo o acortandose. En esta fase, no se aprecian cambios en la
masa total del polimero y se produce cuando el crecimiento de un grupo de MTs se
compensa con la despolimerizacion de otro grupo (Mitchison y Kirschner, 1984a;
Mitchison y Kirschner, 1984b).

La inestabilidad dindmica es un proceso que requiere un aporte de energia que
procede de la hidrolisis del GTP unido a B-tubulina en el proceso de polimerizacion.
Este GTP es hidrolizado tras la incorporacion del heterodimero al MT aunque la
velocidad de polimerizacion, esto es, de incorporacion de tubulina al MT, es mayor que
la de hidrolisis de GTP (Carlier y Pantaloni, 1981) y este retraso se acentla con
concentraciones altas de tubulina, cuando la tasa de polimerizacion es mayor. Por lo
tanto, la hidrolisis de GTP no esta acoplada a la polimerizacion de tubulina y este
retraso genera en el extremo (+) un denominado “cap” (gorra, del término inglés “cap”)
formado por subunidades de tubulina unidas a GTP y parece ser el responsable de la
estabilidad del MT en crecimiento (Fig.I-3).

In vitro, cuando la concentracion de tubulina en el medio es superior a la
concentracion critica, el extremo (+) del microtibulo estara constituido por tubulina
unida a GTP y el MT se encontrard en crecimiento, sin embargo cuando la
concentracion de tubulina en el medio es inferior a la critica, en el extremo (+) la
tubulina aparecera unida a GDP y el MT se encontrara en proceso de despolimerizacion.
Este acortamiento sucede cuando el MT pierde el GTP-cap y en su extremo (+)
encontramos tubulina unida a GDP. Cuando esto ocurre, las interacciones entre
protofilamentos se debilitan, los protofilamentos con GDP-B-tubulina tienden a curvarse
y, como resultado, el extremo aparece desflecado.

La tubulina unida a GTP es mas estable en el MT que la tubulina unida a GDP
(Caplow vy cols, 1994; Nogales y cols, 1999). Cuando dentro de la célula es necesaria
una remodelacion rapida de la red microtubular, la hidrolisis de GTP y la consiguiente
pérdida del GTP-cap en el extremo del MT causa un cambio conformacional que
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debilita las interacciones laterales entre protofilamentos, disocidndose répidamente la
tubulina unida a GDP. De la misma manera, se puede volver a formar el GTP-cap
adicionando tubulina unida a GTP y estabilizando asi el MT, aunque esta situacion es
poco frecuente. Por lo tanto, la hidrélisis del GTP durante el proceso de polimerizacion
del MT regularia el estado en que se encuentre este Ultimo, pudiendo oscilar entre las
fases de catéstrofe (tubulina-GDP) y rescate (tubulina-GTP) (Mandelkow y cols, 1991).

Tubulinwith  Tubulin with
bound GDP bound GTP
\ /
- o* ()
Preexisting
microtubule

e e
cos o,

] Addition of
GTP-bound tubulin

High concentration Low concentration
of GTP-bound \ of GTP-bound

free tubulin free tubulin

Stable Unstable

\ " J

GDP cap

Fig.1-3: Esquema de la inestabilidad dinamica microtubular. Crecimiento y despolimerizacién del MT
(Lodish y cols, 2000).

111.2.4 Estructuras celulares compuestas por MTs

En la célula, los MTs se encuentran localizados en diferentes estructuras que
pueden ser muy simples constituidas por un tnico MT (singlete) o en formaciones méas
complejas formadas por dos MTs (dobletes), como en los cilios y flagelos (Fisch y
Dupuis-Williams, 2011), o tres MTs (tripletes), como en los centrosomas de células

animales y los cuerpos basales de los cilios y flagelos (Dawe y col, 2007).
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Los dobletes y tripletes estdn formados por un tubulo A que contiene los 13
protofilamentos de un MT tipico (singlete) y un tdbulo B y C (en el caso de los tripletes)
que contienen solo 10 protofilamentos. Estas formaciones de MTs, se caracterizan por
ser estructuras mas estables que los singletes ya que poseen una tasa de renovacion

bastante més lenta que los singletes.
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Fig.1-4: Esquema de la estructura de un centriolo con los MTs formando tripletes
(http://rafaeles07.webnode.es/sistemas-membranosos/centriolos/).

111.3Tubulinas:

Las tubulinas pertenecen a una superfamilia de proteinas que comprende tanto
proteinas eucariotas como procariotas (Nogales y col, 1998; Inclan y Nogales, 2000).
En la actualidad, en eucariotas hay descritas 10 subfamilias de tubulinas: o, B, v, 9, 1, €,
G, 1, 0 y x entre las que existe una alta tasa de conservacion de sus secuencias (Chang y
Stearns, 2000; Ruiz y cols, 2000; Chang y Stearns, 2000; Dupuis-Williams y cols, 2002;
Dutcher, 2003).

Los genes de las tubulinas a, B y y existen en el genoma de todos los eucariotas
y son esenciales para la polimerizacion de los MTs. Sin embargo, los genes de las
tubulinas 6, €, 1, {, 1, 0 y k no aparecen en todos los organismos eucariotas por ejemplo
{ solo se ha encontrado en Trypanosoma brucei y 1, 0 y k, solamente en Paramecium

tetraurelia. De cualquier manera, el alto grado de conservacion de esta familia de
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tubulinas implica que para conservar las propiedades funcionales de estas proteinas, las
mutaciones que se puedan producir en sus secuencias sélo pueden ocurrir en unas pocas
posiciones sin producir un efecto deletéreo y que aquellas modificaciones que se hayan
conservado sea porque probablemente sean funcionalmente ventajosas 0 no

significativas desde el punto de vista funcional.

111.3.1 Estructura de la tubulina

La tubulina es la unidad estructural y funcional del MT. Se trata de un
heterodimero compuesto por dos cadenas polipeptidicas de a- y B-tubulina, de unos 50
kDa cada una. La estructura de a- y B-tubulina son casi idénticas. Cada monémero de
tubulina es un elipsoide compacto con unas dimensiones de 46 x 40 x 65 A y sus
diferencias se limitan a la longitud y conformacion de algunos giros, a pequefias
diferencias en algunos elementos de estructura secundaria y a algunas zonas de densidad

diferente debido a las cadenas laterales de aminoacidos distintos.

El nicleo de su estructura lo constituyen dos hojas B de seis y cuatro cadenas
respectivamente, flanqueadas por doce hélices a. La estructura del mondomero es muy
compacta y tienen un dominio carboxilo terminal (C-terminal) donde los ultimos 20
residuos de esta zona se caracterizan porque son muy variables, sufren modificaciones
postraduccionales y determinan el isotipo de la tubulina. Esta zona se encuentra

accesible a proteasas, anticuerpos y MAPs.

111.3.2 Diversidad en tubulina ey S

En vertebrados, se han descrito al menos 10 genes que codifican para cada tipo
de tubulina (Janke y Bulinski, 2012), cuyos productos se diferencian fundamentalmente
en su extremo C- terminal (Sullivan y col, 1986) y muestran una distribucion especifica
en los distintos tejidos (Kopczak y cols, 1992; Matthews y cols, 1993) que permite
optimizar la funcion de los MTs en células u organulos especializados. Por ejemplo en
el raton, la a1 se expresa sobre todo en cerebro y pulmon mientras que la oz €S
especifica de testiculo asi como P2 se expresa mayoritariamente en cerebro y B3 €S

especifica de testiculo (Lewis y cols, 1985; Villasante y cols, 1986; Wang y cols, 1986).

Por otro lado, los monomeros de a- y B-tubulina pueden sufrir una serie de
modificaciones post-traduccionales como acetilaciones, glicosilaciones,

glutamilaciones, tiroxinaciones y fosforilaciones, mediante las cuales se generan
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maultiples isoformas de tubulina cuyas propiedades funcionales son diferentes. Estas
modificaciones suelen tener lugar en el extremo C-terminal (Nogales y col 1999) de
tubulinas ya incorporadas a los MTs (Fourest-Lievuvin y col., 2006) y aunque el
significado funcional en muchos casos se desconoce, podrian deberse a que difieren en
ciertas propiedades que podrian conferir especificidad a los distintos grupos celulares de
MTs (Westermann y Weber, 2003; Verhey y Gaertig, 2007, Janke y Bulinski, 2012)
originando diferencias en la estabilidad y cinética de ensamblaje de los mismos
(Carpenter y cols, 2006) asi como en sus propiedades mecanicas (Verhey y Gaertig,
2007) y en la afinidad que tienen las proteinas motoras por ellos, facilitando y
regulando, entre otras funciones, el transporte intracelular (Rosenbaum, 2000;

Hammond y col, 2010).

111.3.3 Sintesis de tubulina

Las células, disponen de dos sistemas de regulacion de la sintesis de estas
proteinas, uno de retroalimentacion negativo capaz de actuar sobre la estabilidad de los
ARN mensajeros (ARNm) de cada monoémero de tubulina (Cleveland y col., 1981;
Sellin y col., 2008) y un mecanismo de regulacion de la propia sintesis de estas
proteinas donde la expresion de uno de los mondémeros de tubulina condiciona la
expresion del otro, tal y como se ha observado cuando la sobreexpresion de B-tubulina
induce un incremento en la sintesis de a-tubulina endégena (Gonzalez-Garay y Cabral,
1995).

111.3.4 Plegamiento de tubulina y formacion del heterodimero

El plegamiento de proteinas es un proceso por el cual una proteina obtiene su
estructura nativa funcional (estructura tridimensional) que es la que capacita a la
proteina para llevar a cabo sus diferentes y diversas funciones bioldgicas. En el caso de
a - y B-tubulinas la adquisicion de la conformacion nativa requiere la ayuda de ciertas
chaperonas moleculares ya que las tubulinas constituyen estructuras oligoméricas con
un gran numero de contactos intra- e intermoleculares, teniendo por tanto una alta
probabilidad de generar estructuras no funcionales. Ademaés, la gran similitud
estructural de las dos subunidades que componen la tubulina hace necesaria la presencia
de cofactores especificos que eviten la union entre subunidades iguales y las guien en el

encuentro de su pareja.
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El proceso de plegamiento de la tubulina ha sido descrito in vitro en detalle y
puede dividirse en dos fases: una primera en la cual el polipéptido interacciona con la
prefoldina y con la chaperonina citosélica (CCT) y una segunda en la que el polipéptido
liberado de CCT interacciona con diferentes cofactores proteicos para ensamblar el

heterodimero de tubulina a lo largo de la denominada ruta postchaperonina.

111.3.4.1Primera fase: Interaccion con chaperonas

Una vez terminada la sintesis del polipéptido de tubulina, este abandona el
ribosoma y es rapidamente capturada por una chaperonina especifica de actina y
tubulina llamada prefoldina (Martin-Benito y cols, 2002). En eucariotas, esta constituida
por un complejo heterohexamérico con estructura de pulpo con seis “tentaculos”
(Martin-Benito y cols, 2002) formado por seis péptidos con una masa molecular entre

14 y 23 kDa que da lugar un complejo de 200 kDa.

La prefoldina va a transportar el mondmero de tubulina hasta la chaperonina
citosélica para que pliegue a dicha proteina. La chaperonina presente en el citosol de las
células eucariotas pertenece al grupo Il de chaperonas moleculares y se conoce como
CCT (del término inglés “cytosolic chaperonin containing TCP-7") o TriC (del término
inglés “TCP-1 ring complex™) (Gao y cols, 1994). CCT es una maquina molecular del
plegamiento que existe en todos los organismos vivos eucariotas y emplea ciclos de
unién e hidrolisis de ATP para generar cambios alostéricos que promueven el
plegamiento correcto de la proteina en el hueco existente en el interior de la
chaperonina. Tienen un peso molecular de 800-1000 kDa y las subunidades que la

componen son de alrededor de 60 kDa.

111.3.4.2 Ruta postchaperonina y dimerizacion de a- y B-tubulina

Cuando los monomeros de o- y B- tubulina son liberados de su interaccion con
la CCT ambas subunidades deben de interaccionar entre si para formar el heterodimero
e incorporarse al MT (Tian y cols, 1995). Esta union tiene lugar a través de un proceso
complicado denominado “ruta de plegamiento de tubulina post-chaperonina” y precisa
de una serie de cofactores proteicos (TBCs, Cofactores de la tubulina, del término inglés
“Tubulin cofactors”) (Zabala y Cowan, 1992) que actien de manera coordinada para
facilitar la asociacion de una o- con una B-tubulina, e incorporarse al MT tras la
hidrolisis de GTP (Fontalba y cols, 1993).
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Hasta la fecha se han identificado seis proteinas que intervienen en el proceso de
formacion del heterodimero de tubulina in vitro tras su liberacion de CCT. Cinco de
estas proteinas participan directamente en su formacién: cofactor A o p14 (TBCA, del
término inglés “tubulin cofactor A”), cofactores C (TBCC, del término inglés “tubulin
cofactor C”), D (TBCD, del término inglés “tubulin cofactor D) y E (TBCE, del
término inglés “tubulin cofactor E”) y cofactor B (TBCB, Cofactor del término inglés
“tubulin cofactor B”), (Campo y cols, 1994; Gao y cols, 1994; Tian y cols, 1996; Tian y
cols, 1997; ). La sexta proteina, Arl2 regula la actividad del cofactor D. Todos ellos
estan conservados evolutivamente y se ha demostrado, tanto en levaduras como en
plantas, que son necesarios para la supervivencia de la célula (Bhamidipati y cols,
2000).

En el caso de la B-tubulina, el monémero casi nativo o desplegado puede
interaccionar tanto con TBCA o con TBCD, formando los complejos B/TBCA y
B/TBCD vy puede transferirse de uno a otro cofactor (Tian y cols, 1996). EI monémero
de oa-tubulina podré unirse tanto a TBCB como a TBCE para formar los complejos
o/TBCB y a/TBCE (Tian y cols, 1997). Tanto TBCA como TBCB podrian actuar como
reservorios del exceso de a- y B-tubulina respectivamente, alterando el equilibrio de la
reaccion y proporcionando una fuente de proteina para la unién a TBCE y TBCD (Tian
y cols, 1997).

Una vez formados los complejos entre a-tubulina y TBCD y B-tubulina y
TBCE, éstos interaccionan entre si para formar el complejo B/TBCD/a/TBCE, que en
presencia de iones de magnesio y moléculas de GTP y tras la intervencion del cofactor
C como estimulador de la actividad GTPasa de B-tubulina, se libera el heterodimero-
GDP plegado correctamente, siendo capaz de incorporarse al MT (Fontalba y cols,
1993; Radcliffe y col, 2000; Tian y cols, 2010).
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Fig.1-5: Modelo de la dimerizacion de la tubulina en la ruta postchaperonina (tesis Carranza, 2010).

Al igual que existe la ruta de liberacion del heterodimero para su incorporacion
al MT, también puede ocurrir la ruta inversa, donde los cofactores TBCE y TBCD
captan la a- y B-tubulina del heterodimero, respectivamente. EI cofactor TBCD tiene la
capacidad de disociar el heterodimero de tubulina, secuestrando la B-tubulina (Tian y
cols, 1997; Martin y cols, 2000) y, TBCE a la a-tubulina, llegando incluso a la

despolimerizacion de los MTs de la célula en condiciones de sobrexpresion.

Diversos estudios sugieren también que TBCB interacciona con TBCE para
facilitar la disociacion del heterodimero de tubulina por parte de este Gltimo, dando
lugar a la formacién de un complejo ternario entre TBCB, TBCE y a-tubulina, que se

corresponde con una estequiometria 1:1:1 (Kortazar y cols, 2007).

De esta manera, TBCE y TBCB podrian regular los niveles de tubulina libre o
dimerizada y dependiendo de las necesidades de la célula, estos monémeros de tubulina
podrian ser reutilizados con la ayuda de los deméas cofactores para formar el
heterodimero o, probablemente, podrian ser llevados a degradacion (Fig. 6). Se cree que
es el dominio UBL (del término inglés “Ubiquitin-/ike ) que poseen estos cofactores, el
lugar por donde podrian interaccionar con el proteasoma, vinculando la disociacion de
la tubulina con su degradacion in vivo, pero es un proceso todavia no estudiado
(Bartolini y cols, 2005; Kortazar y cols, 2007).
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Fig.1-6: Modelo de disociacion del dimero de tubulina (tesis Carranza, 2010).

I11.4 Los Cofactores del plegamiento de la tubulina:
111.4.1  Cofactor A

El cofactor A, también denominado p14, CoA o TBCA fue el primer cofactor
del plegamiento de tubulina descrito. TBCA fue en un principio identificado como
cochaperonina de la proteina CCT (Gao y col., 1994), ya que liberaba B-tubulina del
complejo formado con CCT, aunque estudios posteriores demostraron gque no existia
interaccion directa entre ellas (Melki y cols, 1996). Simultaneamente TBCA fue
purificada de testiculos de cerdo y definida como una proteina capaz de liberar/capturar
mondmeros de B-tubulina del complejo intermedio del plegamiento de tubulina C300

(Campo y cols, 1994).

Se han encontrado homoélogos de TBCA en numerosas especies y tanto en
vertebrados como en levaduras acttan en la ruta de génesis del heterodimero de tubulina
(Llosa y col, 1996) y como reservorio celular del exceso de B-tubulina (Fanarraga y col,
1999b). En levaduras como S. Cerevisiae, el ortélogo, RbI2p (30% de identidad con
TBCA), no es esencial para la célula, pero es capaz de rescatarla de letalidad cuando se
sobreexpresa p-tubulina (Archer y col., 1995) y su deleccion causa alteraciones en las
estructuras de los MTs. Sin embargo en S. Pombe, Alp31 (30% de identidad con TBCA)
es requerido para el control de la polaridad del crecimiento y para mantener la
integridad de los MTs citoplasmaticos (Radcliffe y Toda, 2000b). El ortélogo en A.
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thaliana (KIS, 44% de identidad respecto al humano) resulta ser esencial ya que los
knockouts del gen dan lugar a la muerte de los embriones (Steinborn y cols, 2002). Este
fenotipo mutante puede ser rescatado al sobreexpresar a-tubulina, sugiriendo un papel de
control por parte de TBCA en la relacion de o- y B-tubulina. En ratones, la expresion de
TBCA es mayoritaria en testiculos y su patron de expresion coincide con el de B-
tubulina durante la espermatogénesis (Fanarraga y cols, 1999b). Experimentos in vitro,
han demostrado un doble papel por parte de TBCA ya que actta tanto como reservorio

de B-tubulina como aumentando la tasa de dimerizacion de tubulina.

En humanos, TBCA es esencial para la viabilidad celular ya que estudios
realizados con ARN de interferencia para silenciar a TBCA en lineas celulares Hela y
MCF7, han mostrado que cuando no existe expresion de TBCA en las células Hela se
produce una disminucidn en la cantidad de tubulina soluble, modificaciones en los MTs,
y el arresto celular en G1, mientras que en las células MCF7 tiene lugar un cambio en la
forma celular similar al proceso de diferenciacion y posterior muerte celular (Nolasco y
col, 2005).
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Fig.1-7: Estructura tridimensional de TBCA humano (Guasch y cols, 2002).
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Fig.1-8: Estructura del gen de TBCA humano (GENE, NBCI). El gen humano esta localizado en
el cromosoma 5 (5g14.1), codifica para una proteina de 108 aminoacidos y, hasta el momento, solo se ha
identificado una isoforma.
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111.4.2 Cofactor B

El cofactor B del plegamiento de la tubulina, también llamado CoB, CKAP1 o
TBCB, forma parte de la ruta de plegamiento postchaperonina de a-tubulina (Tian y
cols, 1997) y al igual que con el resto de los cofactores se han encontrado homologos de
TBCB en diferentes especies. En S. cerevisiae la sobreexpresion de Alflp (ortélogo de
TBCB) no tiene efecto aparente en la viabilidad celular pero la combinacion de una
mutacion de a-tubulina con la mutacion nula de Alflp resulta letal (Tian y cols, 1997).
Mutantes del gen de Alflp sensibles a temperatura muestran mitosis alterada, pérdida de
estructuras microtubulares y division celular asimétrica (Hirata y cols, 1998). En S.
pombe, Alpll (ortdlogo de TBCB) es esencial para la viabilidad de la célula y su
sobreexpresion es letal para ésta, ya que produce una despolimerizacion de MTs
(Radcliffe y Toda, 2000b). El ortélogo de TBCB en A. thaliana se denomina AtTFCB
(Steinborn y cols, 2002) pero, en este caso, no se han encontrado mutaciones para su

gen.

TBCB representa a una familia de proteinas de unos 244 aminoacidos con una
masa molecular de unos 27 kDa y todos los homologos de TBCB estudiados hasta el
momento poseen tres dominios diferenciados. Un dominio amino-terminal caracterizado

como dominio UBL, un dominio central coiled-coil y un dominio C-terminal CAP-Gly.

92 131 148 159 233

1( UBL ) c|| cAP-Gly ()244

Fig.1-9: Esquema de TBCE donde se muestras los dominios UBL (Zhao y col., 2003) y CAP-Gly (Saito y
col, 2004) (en tesis Serna, 2013).

El dominio C-terminal CAP-Gly, ha sido descrito como un dominio de union al

citoesqueleto, concretamente a a-tubulina (Tian y cols, 1997; Feierbach y cols, 1999) y
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parece ser que no es esencial para que TBCB realice su funcion ya que actuaria

estabilizando la interaccion con a-tubulina (Radcliffe y Toda, 2000Db).

TBCB colabora con TBCE en la regulacion de la dindmica de los MTs
(Bhamidipati y col, 2000; Martin y col, 2000; Kortazar y col, 2006; Kortazar y col,
2007). La interaccion entre estas dos proteinas tiene lugar a través de los tres ultimos

aminoacidos del extremo C-terminal de TBCB (Carranza y col, 2013).

Junto a la zona amino-terminal (N-terminal) del dominio CAP-Gly existe un
dominio intermedio independiente, corto y helicoide, que se describe como una hélice
superenrollada (del término inglés “coiled-coil”) (Li y cols, 2002b; Grynberg y cols,
2003). Este dominio es necesario para mantener el nivel de a-tubulina y es también la
zona donde se unen proteinas reguladoras como Pak1 que fosforila a TBCB (Vadlamudi
y cols, 2005).

El dominio N-terminal, denominado dominio UBL, es esencial para su actividad
y aunque no se conoce su funcion en profundidad es posible que pueda tener alguna
funcion relacionada con procesos de degradacion pese a que, a nivel de secuencia, su
similitud con otras proteinas ubiquitin-like es muy baja (Bartolini y cols, 2005).
También podria servir para interaccionar con otras proteinas (Lytle y cols, 2004) ya que
en S. pombe se ha observado que interaccionan por diferentes sitios con a-tubulina y/o
TBCE (Radcliffe y cols, 1999). La interaccion entre TBCB/TBCE, aunque no esta del
todo caracterizada, supone un incremento en la capacidad de despolimerizar MTs
(Kortazar y cols, 2007).

Diversos trabajos hacen pensar que TBCB es una proteina muy regulada y que
podria jugar un papel importante como reguladora de la polimerizacion de los MTs.
TBCB también interacciona con a-tubulina cuando esta se encuentra unida a CCT
(Carranza y col, 2013). Ha sido propuesto que una vez finalizado el plegamiento de la
a-tubulina, esta es liberada de CCT y unida a TBCB evitando de esta manera que los
monomeros de a-tubulina polimericen entre si. Posteriormente, por un lado TBCB
transferird el mondémero de tubulina correctamente plegado a TBCE para que tenga
lugar la formacion del dimero de a- y B- tubulina y su incorporacién al MT en

crecimiento. Y por otro lado, en el caso de que el plegamiento de la subunidad de a-
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tubulina hubiera sido defectuosos, TBCB transferird el mondémero de tubulina a la ruta

de degradacion via proteosoma (Voloshin y col, 2010; Carranza y col, 2013).
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Fig.1-10: Esquema del gen de TBCB (GENE, NBCI). En humanos existe un Gnico gen localizado
en el cromosoma 19, en la posicion 19q13.11-g13.12, tiene un tamafio de 10,5 Kb y contiene 6 exones.

TBCB esta involucrado en el desarrollo neuronal y de los MTs del cono del
crecimiento neuronal o de las protrusiones neuronales; en la reorganizacion del
citoesqueleto durante la activacion de la microglia; o mediando el transporte de tubulina
a través de su interaccion con p150 (Lopez-Fanarraga y col., 2007; Bivi y col., 2009;

Fanarraga y col., 2009; Kuh y col., 2012; Carranza y col., 2013).

111.4.3 Cofactor C

El cofactor C, también denominado CoC o TBCC, es la proteina encargada de
liberar los heterodimeros de ap-tubulina competentes para incorporarse al MT, a partir
del complejo formado por a-tubulina, CoE, B-tubulina y CoD. El cofactor C induce la

hidrolisis del GTP unido a B-tubulina por parte de esta dltima.

Al igual que con el resto de los cofactores, se han encontrado homélogos de
TBCC en diferentes especies. El ortdlogo de TBCC en S. cerevisiae (Cin2p)
(Bhamidipati y col., 2000) interviene en el proceso de formacion del heterodimero de
tubulina, pues se ha demostrado su interaccion con Cindp en experimentos de doble
hibrido (Hoyt y cols, 1997). En A. thaliana, PORCINO (POR), que es el ortlogo de
TBCC es esencial para la viabilidad de la célula y no colocaliza con MTs (Steinborn y
cols, 2002) mientras que en S. Pombe la existencia de un ort6logo de TBCC esta sin

confirmar.

TBCC se mueve como una proteina de 40 kDa en electroforesis SDS-PAGE, y esta
compuesto por un dominio N-terminal que posee una similitud estructural con una

repeticion de espectrina, y un dominio C-terminal que tiene similitud significativa con
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un dominio CAP implicado en la union a actina, encontrado en otras proteinas

relacionadas con el citoesqueleto (Grynberg y cols, 2003).

26 135 191 281
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Fig.1-11: Esquema de TBCC en el que se muestran los dominios de la proteina (Tesis Carranza, 2010).
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Fig.1-12: Esquema del gen de TBCC (GENE, NBCI). Su Unico gen en humanos esta localizado
en el cromosoma 6 (6p12.1) y contiene Unicamente un exon.

111.4.4 Cofactor D

El Cofactor D, CoD o TBCD (Tubulin cofactor D), interacciona directamente
con B-tubulina y forma el complejo TBCD/B-tubulina (Tian y cols, 1997). De esta
manera, forma parte de los complejos intermediarios en el plegamiento de tubulina
(Zabala y Cowan, 1992; Fontalba y cols, 1993). Pero ademas de participar en el proceso
de plegamiento de la tubulina, también parece estar implicado, al igual que TBCE, en la
regulacion de la dindmica microtubular, ya que al sobreexpresarlo en células HeLa y
NIH3T3 se despolimerizan completamente los MTs celulares (Martin y cols, 2000). La
capacidad de union de TBCD a B-tubulina se encuentra regulada mediante la proteina
Arl2.

Se han identificado homdlogos de TBCD en varias especies. En S. cerevisiae, la
sobreexpresion de Cinlp (ortdlogo de TBCD) da lugar a una pérdida funcional de los
MTs (Hoyt y cols, 1997). Sin embargo, la sobreexpresion de Alpl (ortélogo de TBCD)
en S. pombe resulta letal para la célula (Hirata y cols, 1998). En plantas, el ort6logo en
A. thaliana se denomina TTN1 (TITAN1) y es esencial para la supervivencia de la
célula. TBCD se mueve como una proteina de 130 kDa en geles SDS-PAGE (Tian y
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cols, 1996). Analisis de su secuencia revelan la presencia de repeticiones tipo HEAT en
la region C-terminal (Radcliffe y col, 1999) y Armadillo en la region N-terminal,
estando ambos relacionados con interacciones proteina-proteina (Grynberg y cols,
2003).

Se ha demostrado que TBCD es una proteina centrosémica que esta implicada
en el reclutamiento de proteinas a la matriz pericentriolar como la y-tubulina ya que
cuando se sobreexpresa se produce la pérdida del anclaje de los MTs al y-TURC
(Cunningham y Kahn, 2008). Ademas participa en la organizacion del huso mitético, en
la centriologénesis, en la ciliogénesis, y en la abscision de la célula tras la mitosis
(Fanarraga y cols, 2010). TBCD se acumula en los polos y se pierde gradualmente
durante el proceso de maduracion, coincidiendo con la glutamilacion de los MTs

(Fanarraga y cols, 2010).

Fig.1-13: Inmunolocalizacién por microscopia confocal de TBCD en los centrosomas en células HeLa en
telofase (Fanarraga y cols, 2010).
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Fig.1-14: Esquema del gen TBCD (GENE, NBCI). El gen humano se localiza en el cromosoma 17
(17925.3) y aunque bioquimicamente se ha aislado s6lo una isoforma, los datos de su secuencia sugieren
que pudiera haber més.

111.4.5 Cofactor E

El cofactor E es también denominado CoE o TBCE se une a a-tubulina tras su

interaccion con CCT, asociandola posteriormente a estos complejos C300 (Tian y cols,
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1996) y su sobreexpresién en células HeLa conlleva la completa destruccion de los MTs
celulares, al igual que ocurre con TBCD (Bhamidipati y cols, 2000). Se han encontrado
homologos del TBCE en diferentes especies. Pac2p, el ortdlogo del TBCE en S.
cerevisiae, con un 26% de homologia con TBCE humano (Hoyt y cols, 1997), es
necesario para la estabilidad de los MTs y en condiciones normales no es esencial para
la viabilidad de las células, aunque se puede convertir en esencial en condiciones en las
que los niveles de tubulina disociada estén aumentados (Fleming y cols, 2000). El
ortdlogo en S. pombe, Alp21 (Radcliffe y cols, 1999), es un gen esencial en dicho
organismo y estd implicado en la generacion normal de MTs. En A. thaliana,
mutaciones en el gen que codifica para la proteina PFI, ortlogo de TBCE, producen
defectos severos en los MTs. En D. melanogaster el ortélogo de TBCE, CG7861, es
necesario para el normal desarrollo y funcion de la sinapsis neuromuscular y promueve
la formacion de MTs in vivo (Jin y cols, 2009) y estudios in vitro con individuos knock-
out de TBCE en D. melanogaster han demostrado que se trata de un gen esencial. (Jin y
cols, 2009).

TBCE representa a una familia de proteinas de unos 527 aminoacidos y una
masa molecular aproximada de 60 kDa que esta compuesta por tres dominios, un
dominio CAP-Gly, un dominio intermedio y un dominio UBL. Los dos dominios
terminales son los mismos que los que posee TBCB pero situados de manera inversa,
presentando el dominio CAP-Gly en su zona N-terminal (Feierbach y cols, 1999;
Radcliffe y cols, 1999) y el dominio UBL en su zona C-terminal (Upadhya y Hegde,
2003; Bartolini y cols, 2005). Recientemente ha sido resuelta la estructura del dominio
de TBCE murino y se ha comprobado que es practicamente idéntica a la del dominio de
TBCB (Sato y cols, 2004). El dominio situado en la zona intermedia de la proteina es un

LRR o dominio de repeticiones ricas en leucinas (Kobe y Kajava, 2001).
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Fig.1-15: Esquema de TBCE en el que se muestran los dominios CAP-gly, LRR y UBL de la
proteina (tesis Serna, 2013).
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Fig.1-16: Esquema del gen de TBCB (GENE, NBCI). En humanos, el Unico gen de TBCE esta localizado
en el cromosoma 1 (1g42.3) y contiene 17 exones, pudiendo dar lugar a dos isoformas diferentes.

En ratones, alteraciones en la actividad de TBCE estan relacionadas con
neuropatias progresivas motoras (Bommel y col., 2002, Martin y col., 2002) y en
humanos con enfermedades autosémicas recesivas como los sindromes de Kenny-
Caffey y Sanjad-Sakati (Sanjad y col., 1998; Parvari y col., 2002; Tian y col, 2006).

El sindrome de Sanjad-Sakati HRD (Hipoparatiroidismo, Retraso mental y
Dismorfia facial) es causado por la deleccion de cuatro aminoacidos en el dominio
CAP-Gly de TBCE y sus manifestaciones clinicas son aplasia de paratiroides, retraso en
el crecimiento, malformaciones oculares, retraso mental y/o microcefalia (Khan y cols,
2007). Como caracteristicas secundarias también pueden presentar dismorfia facial,
osteosclerosis variable, criptorquidia/microfalosomia y susceptibilidad a la infeccion

bacteriana.

111.46 ARL2

Arl2 no es un cofactor del plegamiento de tubulina propiamente dicho pero esta
directamente implicado en el proceso de dimerizacion de tubulina y al igual que con
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TBCA, se han encontrado homdlogos de ARL2 en numerosas especies. El ortélogo de
Arl2 en S. cerevisiae se denomina Cindp y el de S. pombe, Alp4l. En A. thaliana se
Ilama HAL o TTN5 y mutaciones en el, producen alteraciones graves en los MTs
(Steinborn y cols, 2002) y podria estar implicado en trafico vesicular (McElver y cols,
2000).

Arl2 es una proteina Arl (del término inglés “ARF-like protein”’) de 20 kDa, que
pertenece a la familia de ARFs (del término inglés “ADP Ribosylation Factors”) (Kahn
y cols, 2005), y aunque se desconoce su funcion exacta en lo correspondiente a
sefializacion celular, la coexpresion de TBCD con Arl2 o con mutantes de Arl2 que no
se unen a GTP, lleva a la formacion de un complejo que puede ser aislado tanto in vivo
como in vitro, capaz de preservar a los MTs de la despolimerizacion que realiza el
cofactor D (Bhamidipati y cols, 2000). Por lo tanto, Arl2 en el proceso de dimerizacién
de tubulina actuaria bloqueando la unién de TBCD con B-tubulina mediante su
interaccién con TBCD. Por otra parte, solo cuando esta unido a GDP (y no a GTP) es
capaz de asociarse y secuestrar el cofactor D, inhibiendo de esta manera el paso
necesario para la formacion del heterodimero de tubulina (Fontalba y cols, 1993).

14 176
- i |
1 184

Fig.1-17: Esquema de ARL2 en el que se muestran los dominios de la proteina (Tesis Carranza, 2010).

La proteina ARL2 se expresa abundantemente en el sistema nervioso central y
en el testiculo de raton. En el testiculo se localiza preferentemente en el centrosoma de
las espermatidas alargadas mientras que en el sistema nervioso central predomina en los
cuerpos basales y cilios de las células ependimarias Ademas, ARL2 es una proteina
cuyos niveles de expresion permanecen relativamente constantes durante la
espermiogeénesis y el desarrollo del sistema nervioso central (ver Tesis Doctoral de
Javier Bellido, 2006).

En humanos, ARL2 es una proteina de 184 aminoacidos de la que, hasta el
momento, sélo se ha descrito una isoforma y que unida a GTP adopta la tipica
estructura de otras proteinas de la familia con una Unica estructura o-hélice en su
extremo N-terminal (Zhang y cols, 2009). EI gen humano que codifica para ARL2 se

localiza en el cromosoma 11 (11q13).
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Fig.1-18: Esquema del gen de TBCC (GENE, NBCI).

En resumen, los TBCs poseen una gran importancia ya que las diferentes
funciones de los MTs dependen entre otras de estas proteinas. Es decir, la capacidad que
tienen en un momento dado de ensamblar o despolimerizar estructuras dinamicas como
el huso mitoético o meidtico, 6 de formar estructuras rigidas como las que constituyen el
citoesqueleto de los axones, cilios o flagelos puede llegar a ser crucial en muchos
procesos celulares. Por este motivo, alteraciones en los TBCs podrian estar implicadas
directa o indirectamente en patologias muy variadas, tales como procesos

neurodegenerativos, alteraciones de la fertilidad, etc.

I1.5LOS MTs EN LA MITOSIS Y LA MEIOSIS:

Durante las divisiones celulares (mitosis y meiosis), los MTs van a jugar un
papel fundamental en estos procesos a través de los MTOC que van a dirigirlos y los
husos meidticos y mitéticos que van a permitir la segregacion correcta del material
genético. Dentro de los MTOC se encuentran los centrosomas, los cuales estan
formados por el material pericentriolar constituido por un gran nimero de proteinas
centrosomales y un par de centriolos dispuestos de forma perpendicular (Schatten y
Sun, 2009). Estan involucrados en la nucleacion de los MTs quedando el extremo — del
MT unido a la estructura del centrosoma (Bornens, 2002) y es en el extremo + del MT
donde se van a ir uniendo las subunidades de o y B tubulina para que tenga lugar la
polimerizacion del MT. La capacidad de organizar los MTs va a depender de las
proteinas asociadas al centrosoma. Mientras a- y B-tubulina son los constituyentes de
los MTs, otro tipo de tubulina, la y-tubulina, forma parte del complejo anular yTURC y
esta formado por una estructura circular de didmetro similar al de los MTs, contiene
entre 10 y 13 moléculas de y-tubulina, y sirve de punto de inicio de la nucleacion de los
MTs (Zheng y cols, 1995; Oakley y Oakley, 1989; Oakley y cols, 1990 Moritz y Agard,

2001). El hecho de ser un MTOC, no solo les permite participar en la division celular, si
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no que también estan implicados en el transporte de sefiales, vesiculas y organulos a

través de las proteinas motoras asociadas a los MTs etc (Schatten y Sun, 2009).

A partir de dos centrosomas se va a formar el huso mitético. En la transicién
entre las fases G1 y S del ciclo celular va a tener lugar la replicacion semiconservativa
de los centriolos diferencidndose el madre del hijo por la presencia de apéndices distales
y subdistales (Schatten y Sun, 2009). Durante la fase G2, los centriolos hijos se alargan
adquiriendo la longitud adecuada y al inicio de la fase de mitosis, se produce un
incremento del material pericentriolar (PCM, material pericentrosomal, del término
inglés “pericentriolar material”) y en el nimero de MTs que separan los dos
centrosomas formando el huso mitético (Palazzo y col, 2000; Blagden y Glover, 2003;
Chatzimeletiou, 2008).

El huso mitético esta constituido principalmente por MTs y proteinas asociadas.
Su funcidn es alinear los cromosomas replicados en un plano que secciona a la célula en
dos y posteriormente desplazar los cromosomas hijos a los polos opuestos del huso
(Albert y col, 1993). Durante la Profase, los cromosomas se condensan y los
centrosomas hijos en fase de separacion, van a actuar como MTOC de MTs (Mayor y
col, 1999) dirigiendo la nucleacion de una formacion de MTs radiales, Ilamada aster
(Albert y col, 1993). Al ir avanzando el proceso, los dos centrosomas se separan
siguiendo caminos opuestos a lo largo de la parte exterior del ndcleo y los MTs, que
conectan los dos asteres, se alargan formando el huso mitotico. Al final de la Profase, la
membrana nuclear desaparece y los cromosomas interaccionan con el uso mitético a
través de los cinetocoros quedando alineados formando la placa metafasica durante la
Metafase. En la Anafase, se va a producir la segregacion de las cromatidas hermanas
hacia los polos opuestos de huso mientras sus MTs van a continuar alargandose durante
las siguientes fases, incrementado de esta manera la separacion entre los polos celulares.
Una vez que se ha producido la separacién del material genético, se vuelve a formar la

envuelta nuclear dejando a los centrosomas fuera.
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Fig.1-19: Esquema comparativo de Meiosis y Mitosis (Schoenwolf, Gary C., Ph.D., Larsen's Human
Embryology)..

La division celular por meiosis, tiene lugar en los ovarios y en los testiculos y
comprende dos divisiones nucleares y citoplasmaticas, meiosis | y meiosis Il, que van a
dar como resultado la formacion de células haploides. Cada una de estas divisiones,
consta de una profase, metafase, anafase y telofase. A su vez la etapa de Profase | (PI)
se divide en varias fases. Durante la fase de preleptoteno, tiene lugar la duplicacion del
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ADN vy el posterior desarrollo de las crométidas hermanas dando lugar a células
tetraploides o diploides 4n (Matsumoto y col., 1996). Seguidamente, en las fases de
leptoteno y cigoteno, los cromosomas se condensan y se inicia el proceso de
recombinacion genética apareciendo la formacién de complejos sinaptonémicos entre
los dos grupos de cromatidas hermanas de cada cromosoma bivalente (Alberts y col,
1993). En la fase de paquiteno, de duracion larga tiene lugar la sintesis elevada de ARN,
produciéndose el intercambio de material genético entre cromosomas homologos (del
término inglés “crossing over”) (Gil y col, 2002). En la fase de diploteno, se deshacen

los complejos sinaptonémicos y la cromatina se condensa.

Al final de la PI, se inicia la formacién del huso meidtico a partir de los MTs,
que forman parte de los asteres que emergen de los centrosomas que se estan
desplazando en direcciones opuestas a lo largo de la parte exterior del nucleo. Al
terminar la PI, se inicia la Metafase | (MI) en la que se produce la desestructuracion de
la membrana nuclear, se termina de formar el huso mei6tico y los cromosomas
bivalentes interaccionan con los MTs del huso a través de los cinetocoros, formando la
placa metafasica. La presencia de quiasmas entre cromosomas homdlogos mantiene la
tension entre ellos y por lo tanto ayuda a la correcta orientacion de los bivalentes en la
placa metafésica (Blanco y col, 2012).

Durante la Anafase I, los cromosomas homologos se separan y segregan hacia
los polos opuestos de la célula, de tal manera que la mitad del namero original de cada
cromosoma (cada uno compuesto por dos cromatidas) emigra hacia cada polo celular
(Gil y col 2012). En la telofase, los MTs del huso van a continuar alargandose
incrementando la separacién entre los dos polos celulares y los cromosomas llegan a los
lados opuestos de la célula, se desenrollan ligeramente y comienza a formarse una
nueva envuelta nuclear (Gil y col, 2012). La segunda division meidtica es muy similar a

la primera pero en ella no va a tener lugar la replicacion del ADN.

Tanto en la mitosis como en la meiosis, los MT van a formar parte del punto de
control que regula el paso de MI a Anafase |, denominado Punto de Control de
formacion del Huso (SAC, del término inglés Spindle Assembly Checkpoint). Este
mecanismo detiene a las celulas en el estadio de MI cuando detecta anomalias en las
fuerzas de tension que ejercen los MTs en los cromosomas, o0 cuando estos ultimos no

estan correctamente alineados en la placa metafasica (Vogt y col 2008).
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I11.6 Los MTs en gametos humanos:

Para que tenga lugar el nacimiento de un individuo sano, es necesaria la
formacion de un embrion sano y esto requiere de una serie de pasos entrelazados entre
si tales como la formacién y maduracion de los gametos, fecundacion, fusiéon de los

genomas masculinos y femeninos, divisiones celulares, implantacion etc.

Uno de los puntos criticos, es la formacion y maduracion de los gametos ya que
van a definir la calidad de los mismos y estos a su vez van a ser vitales para la
preservacion de la especie humana porque van a determinar en gran medida las
caracteristicas intrinsecas de los embriones que se generen a partir de ellos, tales como
la calidad de su citoplasma y su constitucion cromosomica (Huisman y col, 2000) asi
como su capacidad de implantar en el Gtero materno. Los MTs intervienen en la
formacion de ovocitos humanos (ovogénesis) y espermatozoides (espermatogéenesis),
tanto en la maduracion del nacleo como del citoplasma participando en procesos
fundamentales de la biologia celular que incluyen: la separacion de las crométidas en la
mitosis/meiosis, la citocinesis, el transporte intracitoplasmico, la formacion del
"manchette”, el ensamblaje y mantenimiento de flagelos, asi como el mantenimiento de
la citoarquitectura en general. En todos los procesos donde interviene los MTs van a

estar implicados los TBCs para su mantenimiento y dindmica.

111.6.1 Espermatozoides:

Los espermatozoides maduros son células muy especializadas y moviles cuyo
origen tiene lugar durante la espermatogénesis que consiste en una serie de
transformaciones que requieren cambios dramaticos en la organizacion de los MTs
(Sperry, 2012), mediante las cuales las espermatogonias evolucionan hasta convertirse
en espermatozoides (Ballesca, 2003). En este proceso las células madre o
espermatogonias (diploides), no solo van a mantener la reserva de células stem mediante
divisiones mitéticas, sino que también se van a diferenciar en espermatocitos que van a
entrar en meiosis dando lugar a células haploides, espermatidas (Hunter y col 2012).
Estas células, van a sufrir grandes cambios tanto bioquimicos como morfoldgicos
transformandose en espermatozoides maduros que se separaran de las células de Sertoli
para posteriormente migrar por el epididimo y completar su maduracion (Hunter y col
2012).

40



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Introduccion

La espermatogénesis tiene lugar durante la pubertad, aproximadamente a los
trece afos y sé continua, en mayor o menor intensidad, durante el resto de la vida del
varon (Ballescd, 2003, Guyton y col 1996). En la especie humana, la espermatogénesis
dura entre 65 y 75 dias y va a estar regulada por un complejo sistema de actividades

paracrinas y endocrinas que van a tener lugar en el tejido testicular (Hunter y col 2012).

Se trata de un proceso complejo donde se va a producir por un lado la division
del nucleo celular (mitosis y/o meiosis) con la segregacion de los cromosomas y la
formacion de dos nucleos y por otro lado la division incompleta del citoplasma
(citocinesis) que da lugar a la formacion de un sincitio. Esta formacion conecta a través
de puentes citoplasmaticos los clones de células hijas diferenciadas (haploides)
descendientes de una espermatogonia madura y permite que sean abastecidas con todos
los productos de un genoma diploide completo que va a dirigir su diferenciacion (Albert
y col, 1993). A lo largo de estos eventos, van a participar tres estructuras
citoesqueléticas de gran importancia, los centrosomas, el huso mitdtico y el anillo

contractil de filamentos de actina y de miosina Il (Albert y col, 1993).

111.6.1.1 Etapas de la espermatogénesis.

En la espermatogénesis se distinguen tres fases (Junqueira y col, 1995, Gil

Salom y col, 2002) donde los MT van a jugar un papel importante:

Fase proliferativa 0 espermatogonica: mediante mitosis se produce la

repoblacion de células madres o espermatogonias que finalmente se diferenciaran en
espermatocitos (Gil Salom y col, 2002). En base a las caracteristicas de sus nicleos y en
el modo en que se tifie su cromatina, las espermatogonias se dividen en 3 tipos
(Monesis, 1962; Schlatt y col, 1994; Phillips y col, 2010). Las espermatogonias oscuras
(Ad) son consideradas las celulas madre de la espermatogénesis (Schlatt y col, 1994) y
en condiciones normales, presentan un indice de division mitotica bajo que les confiere
una cierta resistencia a las agresiones producidas por agentes externos tales como la

radioterapia, quimioterapia etc.(Meistrich y col, 1993).

Durante esta fase, las Ad, se dividen por mitosis dando lugar a espermatogonias
palidas (Ap), las cuales también sufren procesos de mitosis para aumentar su nimero,
manteniéndose unidas todas las células que se derivan del mismo par de

espermatogonias Ap. El resultado de la dltima divisién mit6tica de estas células da lugar
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a las espermatogonias B que son las células progenitoras de los espermatocitos

primarios (Junqueira y col 1992).
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Fig.1-20: Dos esquemas diferentes sobre la proliferacion de las espermatogonias. A: propuestos por
Clermont y col (1966) donde las espermatogonias Ap no se renuevan asi mismas. B: propuesto por
Ehmcke y col (2006) donde las espermatogonias Ap renuevan su poblacién mediante mitosis.

Fase de meiosis 0 espermatocitica: los espermatocitos sufren dos divisiones

celulares completas con una sola replicacion del ADN. (Gil Salom y col, 2002) dando
lugar a células haploides (espermatidas) con la mitad de cromosomas y ADN que las
células diploides. Son los espermatocitos primarios los que van a sufrir la primera
division meidtica o reduccional dando lugar a la formacion de dos espermatocitos
secundarios con un namero haploide de cromosomas pero con un contenido en ADN
todavia diploide (Gil Salomon y col 2002). Los espermatocitos secundarios son células
mas pequefias con una vida media muy corta. Después de un breve periodo en Interfase
entran rapidamente en la segunda division mei6tica, dando lugar a la formacion de dos
espermatidas con dotacion tanto cromosémica (23 n) como en ADN haploide, ya que

entre la primera y segunda divisién meidtica no va a tener lugar la replicacién del ADN.
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Fig.1-21: Esquema general de la espermatogénesis donde se observan las diferentes etapas: fase
proliferativa, fase de meiosis y espermiogénesis (http://www.sabelotodo.org/fisiologia/fisiologiamasculino.html)

La segunda division mei6tica es muy similar a la mitosis, con la salvedad de que
el ndcleo celular contiene un nimero haploide de cromosomas. Durante la Profase Il los
cromosomas se ensanchan (Gil Salom y col, 2002), la envoltura nuclear desaparece y
empieza a formarse el huso mei6tico entre los centrosomas en separacion (Alberts y col
1993). Durante la Metafase Il (MII), los 23 cromosomas se alinean ayudados por los
MTs cinetocéricos en un plano situado a medio camino de los extremos del huso
(Alberts y col 1993) formando la placa metafésica. Seguidamente, en la Anafase 11 se va
a producir la migracion de cada croméatida homdloga hacia los polos celulares.
Posteriormente durante la Telofase Il, las crométidas se agrupan en ambos polos
alrededor de los cuales va a empezar a formarse una nueva membrana nuclear y la
cromatina condensada se expande de nuevo (Alberts y col 1993). La Telofase va ir
acomparfiada de una citocinesis incompleta que va a dar lugar a la formacion de dos
espermatidas.
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La duracion del proceso de meiosis va a estar definida por la duracion de la Pl
(1-3 semanas) y la duracion del resto de las fases de la primera division y de la segunda

division que se lleva acabo en 1-2 dias.

Espermiogénesis: es el proceso de diferenciacion celular que sufren las

espermatidas para dar lugar a los espermatozoides maduros sin que se produzca ningun
tipo de division celular. Esta fraccionada en las fases de Golgi, Capuchdn, Acrosoma y
Maduracion. Durante estas fases van a tener lugar una serie de cambios funcionales y
morfoldgicos donde el citoesqueleto y en concreto los MTs van a participar, tales como
la formacion del flagelo y acrosoma, condensacion y elongacion del nucleo y perdida de
parte del citoplasma (Junqueira y col 1992; Sperry, 2013).

SPERMATID GOLGI PHASE =~ ACROSOMAL EARLY MID
PHASE MATURATION  MATURATION
PHASE PHASE

Nucleus

Acrosomal /
granule

Nucleus

Acrosomal VQS@CIQ" Acrosomal Nucleus -~
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Fig.1-22: Esquema representativo del proceso de espermiogénesis donde se pueden observa los cambios
celulares que sufren las espermétidas al transformarse en espermatozoides con la aparicion del
acrosoma, flagelo, cambios en el nucleo etc. (Garnet, 2007, Textbook of Histology, Copyright © 2007).
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A. . Formacion del acrosoma

La formacion del acrosoma comprende maltiples pasos y aungue se desconoce
el mecanismo exacto, se sabe que incluye procesos de migracion de organulos asi como
el desplazamiento de vesiculas desde el aparato de Golgi (AG) proximo al ndcleo
celular y la membrana plasmética (maquinaria endocitica) (Moreno y col 2006; Berruti
y col 2011). En el proceso de formacion del acrosoma, el citoesqueleto va a participar
por un lado en el transporte de los granulos acrosomicos al lugar de formacion del
acrosoma mediante dos tipos de transporte, una ruta mediante F-actina y miosina V' y
otra ruta mediante MTs y kinesisnas (Cherry y col 1984, Moreno y col 2000). Y por
otro lado, va a formar parte del acroplaxoma, estructura del citoesqueleto, en forma de
placa que contiene filamentos de actina, Sack 57 (homdlogo de la keratina 5), y
proteinas motoras (Kierszenbaum y col, 2003, Kierszenbaum y col, 2004,

Kierszenbaum y col 2011).

El acroplaxoma interviene en el proceso de amarre y fusion de las primeras
vesiculas proacrosomicas al nucleo celular y participa en el proceso de elongacion del
nucleo modulando las fuerzas tanto extrinsecas como intrinsecas que intervienen en este
proceso (Kierszenbaum y col 2003). Ademas, permite la aproximacion de proteinas a la
region nuclear cuando la condensacién del nicleo y el silenciamiento transcripcional se
inician y proporciona un lugar de almacenamiento transitorio para algunas de las
proteinas que van a ser transportadas a lo largo del manchette (estructura transitoria de
MTs) (Kierszenbaum y col, 2011).
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Fig.1-23: Esquema del acroplaxoma y su anillo marginal (Kierszenbaum y col 2003).
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B. Maduracion y elongacion del nicleo

Cuando se inicia el mecanismo de elongacion del nucleo, se forma en el
citoplasma de las espermatidas una estructura transitoria compuesta por una anillo
denso perinuclear localizado, en la zona caudal y proxima al anillo marginal del
acroplaxoma, al que se insertan MTs y que recibe el nombre de manchette. Los MTs
que forman esta estructura, presentan modificaciones post-transduccionales tales como
glutamilaciones vy tirosinaciones y una Unica isoforma de &-tubulina localizada en el
anillo perinuclear del manchette y en las uniones intracelulares que conectan los

espermatocitos con la cohorte de espermatidas (Smrzka y col, 2000; Kato y col, 2004).

En la frontera entre el anillo perinuclear del manchette y el anillo marginal del
acroplaxoma, se encuentra una hendidura circunferencial especifica que delimita el
punto donde termina la interaccién entre los aros de F-actina de las células de Sertoli y
la cabeza de la espermatida a la que esta unida (Kierszenbaum y col 2011). De esta
forma, la cabeza de la espermétida que se esta elongando queda dividida por dos
estructuras diferentes del citoesqueleto (acroplaxoma y manchette) en dos dominios uno
que comprende el complejo acrosoma-acroplaxma que esta fuertemente amarrado a la
célula de Sertoli a través de F-actina y un segundo dominio que comprende la parte
inferior de la cabeza y esta abrazada por los MTs que forman el manchette
(Kierszenbaum y col 2011).

La formacion del manchette se inicia en las espermatidas tempranas y
desaparece cuando se han formado los espermatozoides maduros (Sperry, 2012) y
aungue su funcion concreta se desconoce, se cree que ya que su aparicion tiene lugar
durante la elongacién y compactacion del nacleo, podria estar involucrado en estos
procesos. El anillo marginal del acroplaxoma y el anillo perinuclear del manchette se
comportan de la misma manera en el limite entre ambos. Es en esta zona donde
gradualmente reducen su diametro de forma simultanea al estrechamiento que sufre el
nacleo de la espermatida que se esta elongando y por este motivo se atribuye como
funcién de ambas estructuras su participacién en la formacién de la cabeza del

espermatozoide.

Otra de las posibles funciones que se le atribuyen al manchette es su
participacion en la redistribucion del contenido citoplasmatico para que posteriormente

este pueda ser eliminado de la espermatida madura justo antes del proceso de
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espermiacion (Sperry, 2012). También participa en el transporte de moléculas o
vesiculas desde el aparato de Golgi y acroplaxoma al centrosoma y al flagelo en
formacion y entre el nucleo y el citoplasma de la espermatida (Kierszenbaum y col,
2003; Hayasaka). Algunas de estas moléculas son por ejemplo elementos del
proteosoma (Rivkin y col, 1997; Rivkin y col, 2009; Bao y col, 2010), Ran GTPasa
(Kierszenbaum y col, 2002; Bao y col, 2011) y Sak 57, Spag4 y ODF1 (Shao y col,
1999; Tres y Kierszenbaum, 1996). Este transporte recibe el nombre de “transporte
intramanchette” (IMT, del término inglés “intramanchette transport™) y en el participan

MTs y proteinas motoras tales como kinesinas y dineinas
C. Formacion del flagelo

Durante la fase de Golgi, los centriolos de las espermatidas migran en sentido
opuesto a la region donde sé esta formando el acrosoma, de tal manera que el proximal
se une al ndcleo en la fosa de implantacion nuclear y permanece intacto (Manadhar y
col, 2000). El distal se orienta perpendicular a la membrana plasmética sufriendo un
degeneracion parcial con la perdida de un 50% de los tripletes de MTs al final del
proceso de maduracion y se transforma en el sitio de unién del flagelo al cuerpo celular
(Manandhar y col, 2000).

Los tripletes microtubulares del distal actian de plantilla para la formacién del
axonema del flagelo que, envuelto en la membrana celular, aparece constituido por
nueve dobletes periféricos de MTs que se disponen de formal radial alrededor de una
pareja de MTs centrales (Fisch y col 2011). Este proceso requiere de un aporte muy
elevado de subunidades concretas de tubulina, especificos de testiculo, tubulina aa7, y
tubulina B3 (Jiménez-Moreno y col 2010). Y Las tubulinas de los MTs que forman el
axonema del flagelo van a presentar modificaciones post-transduccionales tales como
glicoxilacion, glutamilacion y tirosinacion que estan asociadas con la formacion de MTs
mas estables. La sintesis y ensamblaje de las moléculas de tubulina es un proceso
complejo que necesita de la presencia de los cinco cofactores de la tubulina (TBCs A-E)
y ARL2. De hecho estas proteinas se expresan de forma abundante durante la

espermatogénesis (Fanarragan y col, 1999b).

47



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Introduccion

YMyosin Va
Sz

2°Sc

1°Sc

Sertoli cell

& =

Sertoli cell

Fig.1-24: Esquema de los cambios que experimenta el citoesqueleto durante la espermatogénesis (Sperry,
2012).

En la fase de acrosoma, los centriolos completan su migracion a la parte
posterior del nacleo al que se unen a través de una estructura denominada cuello o pieza
de conexion, que esta formada por fibras que rodean la membrana del flagelo desde el
cuerpo basal hasta el sitio de union entre el flagelo y la membrana plasmatica. (Andres,
1969; Gilula y col, 1972). La pieza de conexidn se une en la pieza intermedia del flagelo
a nueve pares de fibras densas externas (una por cada doblete de MTs) que rodean y
corren paralelas al axonema. Las mitocondrias migran hacia la pieza intermedia y se
disponen helicoidalmente en la periferia de las fibras gruesas externas rodeandolas por
su lado externo. A continuacion de la pieza intermedia, se va a originar una vaina
fibrosa que va a rodear al axonema y a las fibras densas gruesas. La membrana

plasmatica va a ir revistiendo el flagelo a medida que este va creciendo.

En la formacion del flagelo, va a jugar un papel esencial el transporte
intraflagelar (IFT, del término inglés “intraflagellar transport”) que permite el
desplazamiento de los componentes del flagelo desde la region pericentrosomal a la cola
de la espermétida y viceversa. Esto implica que el centrosoma podria estar actuando
como punto de reunion, modificacion y ensamblaje de las proteinas que forman el
flagelo (Marshall 2007, Kierszenbaum, 2011, Burghoorn y col, 2007). Se trata de un
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transporte bidireccional mediado por MTs y proteinas motoras como por ejemplo
Kinesina-11 que trasporta su carga hacia la punta del axonema y dineina 1B que lo hace
desde la punta del axonema hasta el citoplasma (Kierszenbaum, 2002). Es muy probable
que el IFT tenga lugar en el espacio que hay entre el complejo que forman el axonema,

las fibras densas gruesas y la vaina fibrosa (Kierszenbaum, 2002).

111.6.2 Espermatozoide maduro

Como resultado final de la espermatogénesis se va a obtener un espermatozoide
maduro. Se trata de una célula muy especializada y movil que tiene una longitud de

aproximadamente 50 a 60 um y esta formado por la cabeza, pieza intermedia y la cola.

111.6.2.1 La cabeza del espermatozoide

La cabeza tiene forma ovoide cuando es observada de frente y piriforme cuando
es vista de perfil. Sus dimensiones son 5 um de longitud por 3 um de anchuray 1 um de
grosor. Esta, a su vez dividida en dos regiones, por un lado la region acrosémica que
comprende el acrosoma y la membrana plasmatica que lo recubre y el nicleo (Buffone y
col, 2013).

El ndcleo contiene la version haploide del material genético masculino (23 pares
de cromosomas). La zona de la membrana nuclear en contacto con el acrosoma carece
de poros nucleares. En el resto de la membrana nuclear, su cara externa esta fusionada
con la membrana celular. En la parte posterior del nicleo se encuentra la fosa de

implantacién que interacciona con la pieza de conexion al flagelo.

El acrosoma es una vesicula aplastada con forma de capuchdn que contienen
enzimas hidroliticas como la hialuronidasa y la acrosina, que actGan sobre la zona
pelticida (ZP) del ovocito y que envuelve las dos terceras partes del ndcleo del

espermatozoide.

111.6.2.2 El flagelo del espermatozoide

El flagelo tiene una longitud aproximada de 50 um y esta subdividido en cuatro
partes, la pieza de conexién o cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal

(Jungueira y col, 1995).
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La pieza de conexidn es el sitio de articulacion entre la cabeza y la cola (Chemes
y Alvarez Sedo, 2012). Es una estructura compleja en forma de cilindro compuesta por
nueve columnas longitudinales rodeadas por el capitolium (Holstein y Roosen-Runge,
1981; Chemes y col, 1999) y con una longitud de 2 um por lo que no es visible al
microscopio optico. Contiene el distal modificado que da lugar al comienzo del
axonema y el proximal que esta conectado a la fosa de implantacion de la cabeza del

espermatozoide.

El axonema es una estructura formada por 9 pares de MTs periféricos y un par
de MTs centrales que se extiende a lo largo de todo el flagelo. Los 9 pares de MTs
periféricos estdn unidos entre si a través de los puentes formados por las proteinas
nexina mientras que el par de MTs centrales esta unido a los MTs periféricos a través de
extensiones radiales. En cada par de MTs, hay brazos de dineinas con actividad ATPasa
involucrados en el movimiento flagelar. Cuando estos brazos son activados causan la
contraccion de un par de MTs dando lugar a una onda que se expande por el flagelo

produciendo movimiento (Gibbons, 1965; Tash y Means, 1982).

La pieza intermedia tiene una longitud aproximada de 5 a 7 um y se continda
con la pieza de conexion. Esta formada por el axonema rodeado por 9 pares de fibras
densas externas (ODF, del término inglés “outer dense fibers”) que se disponen
paralelas a los MTs del axonema (Edi y col, 2003) y que se originan en la parte
posterior de la pieza de conexién y se contindan hasta la pieza principal. Alrededor de
estas fibras se disponen de forma helicoidal una capa de mitocondrias que van a aportar

parte de la energia en forma de ATP necesaria para el movimiento del flagelo.

La pieza principal es la continuacion de la pieza intermedia y tiene un didmetro
de menos de 1 um y una longitud de alrededor de 40 um. Esta compuesta por el
axonema, 8 pares de ODFs, una vaina fibrosa que rodea al axonema y a las ODFs
reemplazando a uno de los pares de ODF presente en la pieza intermedia. Esta vaina
esta formada por dos fibras longitudinales conectadas entre si a través de unas

estructuras concéntricas con forma de costillas (Edi y col, 2003).

La pieza terminal es la parte final del flagelo de unas 5 um de longitud y 0, 25

um de didmetro y esta formado Unicamente por el axonema y la membrana plasmatica
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que le rodea en su parte mas distal. Los MTs del axonema localizados en esta zona, se

disgregan y merman en numero.
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Fig.1-25: A. Esquema de las partes de un espermatozoide maduro donde se aprecian la cabeza con el
nucleo y el acrosoma, la pieza intermedia con las mitocondrias y parte del flagelo y la cola formada por el
flagelo y lamembrana plasmatica que le rodea.(http://redpacientes.com/social/posts/view/55508/17932). B.
Esquema de la ultraestructura del flagelo del espermatozoide (Turner, 2003).

En base a todo lo expuesto anteriormente, los MTs juegan un papel muy
importante tanto en la espermatogénesis, como en el espermatozoide maduro. Durante
la espermatogénesis, se van a producir cambios draméticos en la organizacion
microtubular (Sperry, 2012) que intervienen en diferentes mecanismos tales como
divisiones celulares con y sin reduccion del material genético, cambios morfologicos y
desplazamientos celulares. En todos estos procesos, el citoesqueleto celular participa a
través de sus diferentes componentes, y entre ellos cabe destacar la participacion de los
MTs en los procesos de division meidtica y mitética, formacion del acrosoma, del
manchette, y del flagelo. También participan en el transporte IFT y IMT, translocacion
de las espermaétidas a lo largo del epitelio seminifero, en el proceso de elongacién de la

cabeza espermatida.

En el espermatozoide adulto, los MTs forman el axonema del flagelo y los
centriolos. El flagelo permite el desplazamiento del espermatozoide para que este pueda
ascender por el tracto genital femenino para entrar en contacto con el ovocito y
fecundarlo (Buffone y col 2013). También se cree que podria actuar como cilio sensor

de tal manera que detectaria las alteraciones en el medioambiente y la presencia de
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estimulos quimiotacticos respondiendo a ellos con cambios en la direccién y velocidad
del movimiento y activando la reaccion acrosdmica mediante un segundo mensajero,

calcio, desde el flagelo a la cabeza (Bloodgood, 2010; Buffone y col 2013).

Por otro lado, durante el proceso de fecundacion, el espermatozoide contribuye
con sus dos centriolos a formar el centrosoma del cigoto (Scahtten y Sun, 2009), ya que
el ovocito humano carece de ellos probablemente para evitar la formacion de husos
mitoticos multipolares en la primera division mitotica del cigoto (Chatzimeletiou y col,
2008). Una vez que tiene lugar la fecundacion, la pieza de conexion del flagelo se
deshace y se empieza a formar alrededor de la cabeza del espermatozoide un aster de
MTs desde el proximal (Sathananthan y col, 1997, Sathananthan, 1998). El ovocito
finaliza el proceso de meiosis y expulsa el segundo corplsculo polar (Tereda y col,
2010). A medida que el prontcleo del espermatozoide se va descondensando, el aster de
MTs se va alargando y envolviendo el pronicleo masculino, para posteriormente
participar en el desplazamiento de los pronucleos de ambos gametos al centro del
ovocito para que se fusionen (Tereda y col, 2010). Una vez que se ha producido la
singamia de los nucleos, el centrosoma del espermatozoide recluta material
pericentriolar del citoplasma del ovocito para formar posteriormente el centrosoma del
cigoto que va a dirigir las primeras divisiones mitoticas (Chemes y Alvarez Sedo,
2012).

A
B C D E

Fig.1-26: Esquema del proceso de fecundacién a nivel del centrosoma del espermatozoide (Scatten y Sun,
2009)
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En resumen, se puede concluir quella finalidad de todos estos procesos es dar
lugar a espermatozoides que no solo puedan con éxito aportar el material genético
masculino, si no que también pueda activar al ovocito para que complete su division
meioética y formar el aster que permita movilizar los prondcleos masculinos y femeninos
y que estos se fusionen (Scahtten, 1995; Simerly y col, 1995, Van Blerkom y col, 1995).
En cualquiera de estos pasos, los MTs juegan un papel importante donde se va a
requerir de la polimerizacion y despolimerizacion de los dimeros de tubulina y por lo
tanto la participacion de los TBCs. Cualquier alteracion en estos procesos puede dar
lugar a anomalias en los MTs que podrian estar relacionados con infertilidad masculina
y anomalias en la progenie (Sperry, 2012) ya que pueda originar espermatozoides con
anomalias cromosdmicas, defectos en la condensacion de la cromatina, hipoplasias
acrosomicas, alteraciones de los centriolos, anomalias en el flagelo etc. (Chemes y
Alvarez Sedo, 2012).

111.6.3 Ovocitos:

Los ovocitos son células especializadas que aportan al embrién la mitad del
material genético y una gran reserva de proteinas, ARNm y organulos que van a suplir
los requerimientos funcionales, nutricionales y energéticos en los primeros estadios del
desarrollo embrionario (Austin, 1982; Browder, 1981; Davidson, 1986). Por este
motivo, es imprescindible que durante su formacion ocurra tanto la maduracion del
pronucleo (meiosis) como la del citoplasma y para ello es necesario que tengan lugar
dos procesos complejos, ovogénesis y foliculogénesis, que estan estrechamente ligados

entre sf.

En el cortex del ovario se encuentran localizados los foliculos, que son la unidad
funcional y estan formados por una o varias capas de células de la granulosa que rodean
al ovocito en formacién aportando el ambiente adecuado para que esté pueda llegar a
convertirse en un ovocito maduro (Gougeon, 1996; Zeleznik, 2004; Loutradis y col,
2006; Gosden y Lee, 2010). A su vez el ovocito va a aportar diferentes compuestos
como por ejemplo GDF9 (del término inglés “growth differentiation factor 97) y
BMP15 (del término inglés “bone morphogenetic protein”) (Gilchirst y col, 2008;
Edson y col, 2009; Godsen y Lee, 2010) que junto con las hormonas femeninas van a

inducir cambios en la estructura del foliculo durante su desarrollo (foliculogénesis).
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Fig.1-27: A. Esquema de ovario donde se observa la presencia de foliculos en diferentes estadios de
crecimiento en el cértex del ovario (Erickson GF, 1995).

Tanto la foliculogénesis como la ovogénesis, comienzan durante el desarrollo
embrionario del ovario con el reclutamiento de las células germinales que
posteriormente son transformadas en ovocitos inmaduros. A continuacion tendra lugar
una etapa de reposo 0 quiescencia que se extenderd desde el nacimiento hasta la
pubertad. A partir de este momento, con cada ciclo menstrual, el sistema hormonal
femenino coordinara a través del eje hipotalamo-hipdéfisis-ovario, el crecimiento de una
serie de foliculos que culminara con la liberacién u ovulacion de un GUnico ovocito a las
trompas de Falopio hasta que se agote la reserva ovérica coincidiendo con la

menopausia.

111.6.3.1 Foliculogénesis:

La foliculogénesis se inicia alrededor de la semana 20 de gestacion, cuando los
ovocitos inmaduros son rodeados por una capa de células de la pregranulosa, aplanadas,
sin actividad mit6tica y separadas del estroma ovarico por una membrana basal dando
lugar a la formacion del foliculo primordial (Fabregas y col, 2009). A lo largo del
desarrollo y crecimiento de los foliculos, se distinguen cuatro fases de requerimientos
diferentes de estimulacién por las gonadotropinas (FSH, del término inglés “Follicle-
stimulatin hormone” y LH, del término inglés “Luteinizing hormone”) (Fabregues y
Balasch, 2009).
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Fig.1-28: Esquema resumen de las diferentes fases de la foliculogénesis. Una primera fase
gonadotropina independiente seguida de una fase gonadotropina dependiente. (Edson y col, 2009).

1. Fase inicial de crecimiento independiente de gonadotropinas que tiene lugar

asiduamente desde el nacimiento hasta la menopausia.

Periddicamente y de forma regular y continua, algunos foliculos primordiales
son estimulados por factores intraovaricos y/o desconocidos a entrar en crecimiento
mientras que el resto de los foliculos permaneceran en quiescencia durante meses o0 afios
(Monzo y col, 2008, Fabregues y Balasch, 2009). Aquellos foliculos que inicien su
crecimiento durante la infancia sufriran procesos de atresia ya que los niveles séricos de
gonadotrofinas seran insuficientes para que puedan continuar con su crecimiento. Este
hecho causara la disminucion dréastica de la poblacion folicular de 500.000 al nacer a

50.000 en el momento de la pubertad (Hartshorne y col, 2009).

En aquellos foliculos primordiales en los que el crecimiento continle, las células
pregranulosas se convertiran en células de la granulosa (CGs) con forma cuboide y alta
actividad mitética transformandose en un foliculo primario (foliculo preantral). Estas
células van a secretar mucopolisacaridos que contribuirdn a la formacion de la zona
pellcida (ZP), capa de glicoproteinas dispuesta en forma de malla alrededor del ovocito.
A medida que el ovocito va creciendo y las capas de CGs como minimo sean tres, el
foliculo primario se transforma en foliculo preantral multilaminar o foliculo secundario.
Al mismo tiempo, por fuera de la membrana basal y a partir del estroma ovérico se
diferencia una capa de células que constituira la teca. A partir de este momento, las
células de la granulosa presentan receptores de la hormona FSH, y los foliculos entraran

en la siguiente etapa de la foliculogénesis.
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2. Fase de crecimiento folicular dependiente de estimulacion tonica de la FSH.

La FSH va a interaccionar con sus receptores en la membrana de las CGs
estimulando la division celular y un aumento en la produccion y secrecion extracelular
de glicosaminoglicanos (Murdoch, 2000) dando lugar a la formacion de espacios
extracelulares entre las CGs que terminan fusionandose en un Unico espacio
denominado antro folicular (foliculo antral) (Monzo y col, 2008; Fabregues y Balasch,
2009).

Por otro lado las células de la teca van a aumentar su poblacion diferenciandose
en dos capas, teca interna y teca externa. Las células tecales proximas a la membrana
basal de las CGs forman la teca interna y se caracterizan por ser células
esteroidogénicas con receptores para LH. Mientras que las células tecales periféricas se
unen a las células del estroma dando lugar a la teca externa. Este paso, va a ir
acompafado de procesos de angiogénesis que van a permitir que el foliculo secundario
quede expuesto a través de la sangre a las gonadotrofinas (FSH y LH), insulina, inhibina

y otras hormonas (Chang y Erikson, 2010).

Se va crear una estrecha relacion entre el ovocito y las CGs proximas a él
(corona radiata) mediante la formacion de uniones intracelulares de tipo gap entre las
prolongaciones citoplasmaticas de las CGs que atraviesan la ZP y la superficie del
ovocito que van a permitir a la CGs ejercer un efecto inhibitorio de la meiosis (Gilula y
col, 1978; Thibault y col, 1987; Albertin y col, 2001) sin afectar al crecimiento del
ovocito. A través de estas uniones se van a realizar el intercambio entre el ovocito y las
CGs de diferentes moléculas (AMPc, aminoécidos, ribonucleotidos, etc), y sefiales
paracrinas o autocrinas como los factores de crecimiento GDF-9, BMP15, TGF)5 (del
término inglés “Transforming growth factor beta”) (Albertin y col, 2001; Gilchrist y
col, 2008). En este tipo de transporte va a ser clave la accion de los MTs presentes en
las prolongaciones de las células de la granulosa debido a su capacidad de participar en
el desplazamiento y transporte de organulos (Albertini y col, 2001).
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Fig.1-29: A. Esquema de la comunicacidn entre el ovocito y las células de la granulosa a través de las
uniones tipo gap (Gilchrist y col, 2008). B. Imagen de Microscopia confocal de un foliculo preantral de
raton donde se detectan los MTs (flechas) que forman parte de las prolongaciones citoplasméticas de las
células de la granulosa que forman las uniones de tipo gap con el ovocito (Albertini y col, 2001).

El crecimiento del foliculo antral, que en la especie humana dura entre unos 50 y
60 dias, seguird dependiendo de la accién ténica de la FSH hasta que alcance un
diametro aproximado de unos 5 mm (Fabregues y Balasch, 2009). A partir de ese
momento siempre y cuando los niveles de FSH sean los adecuados podré continuar con

la siguiente fase de maduracion.

3. Fase de maduracion o crecimiento folicular dependiente de

gonadotropinas (FSH y LH) que se inicia en la pubertad con cada ciclo menstrual.

La elevacion interciclo de los niveles séricos de FSH (Fabregues y Balasch,
2009) induce el reclutamiento de un namero limitado de foliculos antrales (entre 6 y 12)
que iniciaran la fase de maduracién preovulatoria. La accion de la FSH sobre las CGs
induce su crecimiento acelerado, que ira acompafiado de la sintesis de receptores de LH,
estradiol e inhibina. El aumento de los niveles en sangre de estas dos hormonas, ejercera
un feedback negativo sobre la adenohipéfisis produciendo una bajada de los niveles de
FSH sérico. De todos los foliculos reclutados, el que sea capaz de responder a la
disminucion de los niveles de FSH, se convertira en el foliculo dominante o foliculo de

Graaf que continuara creciendo mientras que el resto de los foliculos se atresian.
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Fig.1-30: Esquema de un foliculo de Graaf (Kierszenbaum y Abraham L., M.D, en Speroff y Frtitz, 2006).

4. Qvulacién:

Cuando el foliculo dominante alcanza un tamafio de 14-16 mm, aumenta la
secrecion de estradiol que deriva en un aumento de los niveles de estradiol sérico. El
aumento de esta hormona, ejerce un feedback positivo sobre la adenohipoéfisis dando
lugar al pico de LH preovulatorio que suprime la division de la células de la granulosa y
activa la expresion de los genes implicados en la rotura por protedlisis de la pared del
foliculo (Fébregues y Balasch, 2009) A las 16-20 horas después del pico de LH, se
producira la liberacién del ovocito rodeado por la corona radiata a la cavidad abdominal

donde sera captado por las fimbrias de las trompas de Falopio.

111.6.3.2 Ovogénesis:

El proceso de ovogeénesis se inicia durante el desarrollo embrionario y continda
hasta la edad adulta de la mujer y al igual que pasa con los espermatozoides, la
formacion de un ovocito maduro requiere de la division meiotica de las células madres u
oogonias para obtener una célula haploide pero con dos particularidades que no tienen
lugar durante la espermatogénesis. Por un lado, van a tener lugar dos fendmenos de

quiescencia, uno que va desde el desarrollo embrionario hasta el momento de la
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ovulacion en la edad adulta (PI) y otro que va desde la ovulacion hasta el momento de la
fecundacién (MI1). Y por otro lado, se trata de una division celular asimétrica donde de
una célula diploide se va a formar un unico gameto haploide ya que el material genético

sobrante va a ser eliminado en forma de corpusculos polares (CPs).

Se pueden distinguir diferentes etapas:

[
1

Formacion del ovocito primario

N
1

Maduracién ovocitaria

w
1

Formacion del ovocito secundario

Fecundacion

AN
1

1 Formacioén del ovocito primario:

Comienza con la migracién de las células germinales primordiales (CGPs) desde
la pared del saco vitelino hacia la cresta genital entre la 3% y 5% semana de gestacion
donde contintan dividiéndose por mitosis (Baker y Franchi, 1967). En la 9% semana, se
produce la diferenciacion gonadal de las crestas genitales en ovarios, y a partir de este
momento las CGPs se transforman de forma paulatina en oogonias (Wassarman y
Albertini, 1994; Garcia y Ponsa, 2003), las cuales tienes mayor actividad mitotica que

sus progenitoras.

En el cuarto mes de gestacién, las oogonias de forma asincronica van entrando
en meiosis dando lugar a la formacion de ovocitos primarios (ovocito 1), quedando estos
quiescentes en la fase de diploteno de la Pl (Loutradis y col, 2006). Durante esta etapa
de la meiosis, tendra lugar la formacién y apareamiento de los cromosomas homologos,
procesos de recombinacion del material genético, y por Gltimo en la fase diploteno
ocurrira la separacion de los cromosomas bivalentes. En este momento, el ovocito |
guedara en una fase de transicion llamada diascinesis que se caracteriza por la presencia
de una membrana nuclear intacta denominada Vesicula Germinal (VG) que rodea a la
cromatina que se encuentra dispuesta en forma de red de anclaje y un nucleolo
prominente donde tiene lugar la sintesis de ARN ribosomal (Langman y Sadler, 2004;
Goldeny Lee, 2010).
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A

Fig.1-31: A. Esquema representativo de un Pl donde se observa una VG en cuyo interior el material
genético se dispone en forma de red y la ZP compuesta por glicoproteinas que rodea a la estructura del
ovocito. B. Imagen de Microscopia Optica de contraste de fases de un ovocito en Pl, donde se aprecia la

presencia de la ZP y la VG con un nucleolo prominente

Los ovocitos primarios permaneceran en el estadio de PI hasta el momento de su
ovulacion, aproximadamente de 13 a 50 afios (pubertad-menopausia) después de su
formacion. El arresto meidtico es regulado por los niveles de AMPc en el interior del
ovocito (Conti y col, 2002; Eppig y col, 2004). EI AMPc es producido por las células de
la granulosa y transferido al interior del ovocito a través de las uniones gap ejerciendo
un efecto inhibitorio sobre la meiosis (Mehlmann, 2005, Zuccotti y col, 2013). Los
mecanismos exactos a través de los cuales los niveles elevados de AMPc regulan el
arresto meiotico se desconocen aungue ha sido demostrado que afectan a la actividad
del Factor Promotor de meiosis o mitosis (PMF, CDK/cyclin B) induciendo la
fosforilacion de la subunidad CDK (Mehlmann, 2005).

Al formarse los ovocitos I, se observa una nube densa de organulos formada por
mitocondrias, AG y reticulo endoplasmatico (ER) que desaparece una vez que el
ovocito empieza a crecer en diametro (120 pum), volumen (100 veces) y a aumentar en
nimero de organulos, estructuras y componentes solubles (Wassarman y Josefowicz,
1978; Gosden y col, 1997; Gosden y Lee, 2010). EI AG se descompone en una especie
de sacos o vesiculas planas que se distribuyen por el cortex del ovocito, y que estan
implicadas en la formacion de los granulos corticales. EI RE presenta un disposicion
gue asemeja a una colmena y se produce un incremento en el nimero de poliribosomas
(4X) distribuidos por el citoplasma, asociado al incremento en la sintesis de proteinas
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(Gosden y Lee, 2010). Y las mitocondrias se acumulan alrededor de la VG (Van
Blerkom, 1991; Yu y col, 2010).

Durante la fase de paquiteno en la P, los centriolos desaparecen quedando en el
citoplasma del ovocito primario restos de material pericentriolar que contiene MTOCs
(Mandelbaum y col, 2004). Se cree que la desaparicion de los centriolos podria ser el
mecanismo utilizado para asegurar la correcta formacion del centrosoma despues del
proceso de fecundacién ya que cada gameto aportaria diferentes componentes (Delattre
y Gonczy, 2004; Howe vy Fitzharris, 2013) y para prevenir los fenomenos de
partenogénesis ya que aquellos ovocitos que no hayan sido fecundados por un
espermatozoide, carecerdn de los centriolos adecuados para continuar con el desarrollo

embrionario (Manadhar y col, 2005).

A nivel molecular, va a existir un incremento en la sintesis de ARNm
alcanzando su méaximo nivel justo antes de que se produzca la rotura de la VG donde
cesa la transcripcion y se reanuda el proceso de meiosis (Piko y Clegg, 1982;
Bachvarova y col, 1985; Swain y Pool, 2008). A partir de este momento, la regulacion
de la expresion génica queda bajo el control de la sintesis de proteinas en vez de la
transcripcion (Gosden y Lee, 2010). Y aungue una gran mayoria de los ARNm son
traducidos a proteinas, otros son almacenados en unas estructuras ribonucleo-proteica
hasta que sean utilizados durante la maduracién del ovocito, fertilizacion, y por el
zigoto hasta el estadio de 6 a 8 células donde tiene lugar la activacién de su genoma
(Mehlmann, 2012). Estas particulas serdn transportadas a diferentes localizaciones
subcelulares por proteinas motoras unidas a MTs (Jansen y Niessing, 2012).

2 Maduracion ovocitaria:

Es un proceso largo que se inicia con el pico de gonadotropinas que tiene lugar a
la mitad del ciclo menstrual (Gosden y Lee, 2010) y que consiste en la transicién del
estadio de VG o Pl al de MII con la extrusion del primer CP (Loutradis y col, 2006) y la
desaparicion de las uniones Gap entre el ovocito y las células de la granulosa.
Comprende cambios tanto en el ncleo como en el citoplasma. A nivel del ndcleo se va
a producir la rotura de la VG, condensacion y segregacion de los cromosomas (Yu y
col, 2010) y a nivel del citoplasma va a tener lugar la reorganizacion de los organulos,

aumento en los niveles de Ca®" almacenado y antioxidantes y almacenamiento de
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ARNmMs y proteinas (Guerin y col, 2001; Ferreira y col, 2009; Yu y col, 2010). Todos
estos cambios van a estar regulados por modificaciones en histonas, proteinas
centrosomales, kinasas, fosfatasas y citoesqueleto (Sun y col, 2001; Wang y col, 2006;
Saskova y col, 2008; Schindler y col, 2009; Solc y col, 2008; Yin y col, 2008). A nivel
del citoplasma va a tener lugar la reorganizacion de los organulos, donde los MTs y las
proteinas motoras asociadas a ellos van a jugar un papel fundamental (VanBlerkom and
Runner, 1984; Van Blerkom, 1991; Mehlmann y col., 1995; FitzHarris et al., 2007).

Con la desaparicion de las uniones Gap entre el ovocito y las células de la
corona radiata, se finaliza el suministro de ATP y piruvato por parte de las células de la
granulosa al ovocito y es a partir de este momento, cuando el ovocito tiene que subsistir
con el ATP que sintetizan sus mitocondrias. Coincidiendo con la rotura de la VG
(GVBD, del termino inglés “Germinal vesicle breakdown”), las mitocondrias van a
aumentar en nimero Yy se van a distribuir alrededor del ntcleo (Thibault y col, 1987). Se
estima que el nimero de mitocondrias presente en el ovocito humano en el momento de
la fertilizacion sera alrededor de 10.000 a 100.000 (Jansen, 2000). A medida que el
ovocito vaya madurando, con la ayuda de los MTs, las mitocondrias se van a dispersar
por todo el citoplasma (Dumollard, 2006) probablemente con la intencion de hacer
llegar el ATP a aquellas regiones del citoplasma donde tengan lugar procesos que
requieran mayor consumo de energia tales como la formacién del huso mei6tico,
desplazamiento de los cromosomas etc. (Van Blerkom, 1991). En ovocitos de ratdn se
ha observado que las mitocondrias son transportadas por MTs a la region perinuclear
para formar una nube que rodea a los cromosomas bivalentes y posteriormente a las
placas metafasicas | y Il (Van Blerkom y Runner, 1984; Tokura y col, 1993). Los MTs

se originan a partir de los MTOC préximos a la zona perinuclear (Van Blerkom, 1991).

El RE que es el mayor reservorio de Ca?* necesario en el momento de la
fertilizacion (FitzHarris y col, 2007) va a formar acumulaciones de 2-3 um localizadas
en el interior y cortex del ovocito (Mann y col, 2010). En el estudio realizado por el
grupo de FitzHarris (2007) en ovocitos de raton, se describié que parte de la
reorganizacion y desplazamiento del RE durante la maduracion de los ovocitos era
llevada a cabo por MTs y las proteinas motoras dineinas, siendo un punto clave en la
reorganizacion del citoplasma necesaria para que pueda tener lugar el proceso de

fertilizacion. También van a ser desplazados los granulos corticales que van a aumentar
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en numero y migran hacia el cortex del ovocito al igual que el AG que exportara
glicoproteinas a la ZP (Picton, 1998).

A nivel del ndcleo, el pico de LH va a inducir la reiniciacion del proceso de
meiosis. Al desaparecer las uniones Gap, va a tener lugar la disminucion de los niveles
de AMPc en el ovocito que van a conducir a traves de una cascada de fosforilaciones a
la rotura de la vesicula germinal, condensacion de los cromosomas Yy la activacion de
MPF y MAPK (del término inglés “mitogen-activated protein kinase’) (Swain y Pool,
2008; Zuccotti y col, 2011). A continuacion, tendra lugar la formacién acentriolar del
primer huso meidtico desde el interior (cromosomas) hacia el exterior (polos del huso)
al contrario de lo que ocurre en la formacion de los husos cuando los centriolos estan

presentes (Howe y Fitzharris, 2013).

Fig.1-32: A. Esquema representativo de un Ml en cuyo citoplasma se encuentra el primer huso meiotico

donde los cromosomas se encuentran unidos a los MT del huso a través de sus centromeros. B. Imagen

de microscopia dptica de contraste de fases de un ovocito en MI, donde no se aprecia ni la presencia de
la VG en el citoplasma ni la del CP en el espacio perivitelino.

El mecanismo exacto que conduce a la formacion de este huso acentriolar se
desconoce, aunque se cree que intervienen MTOCs y los cromosomas que también
poseen la capacidad de actuar como MTOCSs. Los MTOC:s tal y como se ha comentado
anteriormente van a ser acentriolares y contienen numerosas proteinas centrosomales

tales como la y-tubulina, centrina, y NuMA (del término inglés “Nuclear Mitotic
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Apparatus’) (Schatten y col, 2012). Los cromosomas a traves del factor regulador de la
condensacion de cromatina (RCC1) van a contribuir a la creacion y mantenimiento de
un gradiente Ran-GTP que favorece y estabiliza la polimerizacién de los MTs (Caudron
y col, 2005; Maddox y col, 2012; Liu, 2012).

Los trabajos realizados por Battaglia y col (1996) y Nam-Hyung y col (1998)
parecen apoyar la hipotesis propuesta por Schatten y col (1986) y Kim y col (1996)
donde se propone la existencia de material cetrosomal asociado a la membrana nuclear
de la VG que formara MTOC cuando esta se rompa. Al producirse la rotura de la VG
(VGBD, del término inglés “germinal vesicle breakdown”) algunos MTOCs proximos a
los cromosomas darén lugar a la formacion de un grupo de MTs en forma de esfera
(Howe y FitzHarris, 2013). Los cromosomas interaccionaran con los MT a través de los
cinetocoros y se dispondran en forma de hilera dando lugar a la placa metafasica. A
partir de ese momento, los MTOCSs se organizan en dos extremos opuestos de la esfera
de MTs forméandose los dos polos del huso, los cuales se separan a medida que los MTs
crecen en longitud al ir afladiéndose subunidades de tubulina al extremo + de los MTs
(Mclintosh y Euteneuer, 1984; Mandelbaum y col, 2004). Como resultado de este
proceso, se origina un huso meiético en forma de barril (12 x 9 pm) compuesto por
MTs, proteinas asociadas a MTs, y proteinas pericentriolares como pericentrin, aurora-
Ay NuMa entre muchas otras (Wittmann y col, 2001; Fant y col, 2004).

Al final de la M, el huso mei6tico se desplaza al cortex del ovocito, y comienza
la anafase con la segregacion y separacion de los cromosomas homologos a los polos
opuestos del huso. A continuacién, el ovocito entra en la telofase | donde tiene lugar
una citocinesis desproporcionada y la extrusién de la mitad del material genético en
forma de CP (Swain y Pool, 2008; Brunet y Verlhac, 2011).
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Metaphase |

Anaphase |

Telophase |

Fig.1-33: Fotos de inmunofluorescencia realizadas con Microscopia Confocal por Swain y Pool, 2008
donde se observan los cambios que experimentan los cromosomas (azul), y MTs (verde) durante la
primera divisién meidtica en ovocitos humanos, y se aprecia la formacién acentriolar del huso meiético
en la Ml seguida de la extrusion del primer CP durante la telofase (Swain y Pool, 2008).

3 Formacién ovocito secundario:

Tras la expulsion del primer corpusculo polar, el ovocito primario se convierte
en ovocito secundario al entrar rapidamente en la segunda divisién meidtica donde va a
tener lugar el segundo bloqueo mei6tico en MII que al igual que el primero va a estar
regulado por los niveles de MPF (Ledan y col, 2001; Perry y VerLHac, 2008). La
segunda division meiotica, se caracteriza por la ausencia de la replicacion de ADN y
una profase muy breve que continua con la formacion del segundo huso meidtico
bipolar por debajo del CP y que se encuentra perpendicularmente anclado a la
membrana plasmatica (Dumont y col, 2007; Brunet y col; 2008; Mandelbaum vy col,
2004).

65



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Introduccion

Metaphase Il

Fig.1-34: A. Esquema representativo de un MII en cuyo citoplasma préximo a la membrana
plasmatico se encuentra el segundo huso meidtico conectado al CP. Como parte del proceso de meiosis,
el ovocito inmaduro con 23 pares de cromosomas se divide en dos células de tamafios muy desiguales, el

ovocito y el CP. C. Fotografia de microscopia confocal de un ovocito en MII donde se observa el huso
meiotico y el corpusculo polar (Swain y Pool, 2008). B. Fotografia de microscopio 6ptico de un ovocito
en MII donde se aprecia el CP (Veeck y Zaninovic, 2003).

4 Fecundacion:

A las 16-20 h después del pico de LH, se producira la liberacion del ovocito
rodeado por la corona radiata que serd captado por las fimbrias de las trompas de
Falopio cuyo epitelio estd formado en parte por células ciliadas que facilitan el
desplazamiento del ovocito por las trompas. Si en las proximas 12-24 horas, el ovocito
entra en contacto con espermatozoides capacitados y se dan las condiciones adecuadas
tendré lugar el proceso de fecundacion que activara la reanudacién de la meiosis en el

ovocito.

Una vez que el espermatozoide maduro interacciona con la ZP del ovocito y
tiene lugar la reaccion acrosémica, se produce la fusion de las membranas plasmaticas
de ambos gametos dando lugar a incrementos periodicos y oscilatorios de Ca2*
intracelular libre en el ovocito procedente en su mayor parte del RE (Clift y Schuh,
2013). Estas variaciones en los niveles de Ca®*, van a inducir la reanudacion del proceso
de meiosis dando lugar a la formacion de un ovocito maduro con 23 cromosomas
dispuestos en un nucleo vesicular o pronGcleo y a la extrusion del segundo CP.
También, los niveles de Ca2+ son responsables de la reaccion cortical para evitar la
poliespermia, sintesis de proteinas a partir del ARMm maternos, asi como la transicion

de meiosis a mitosis (Ducibella y col, 2002; Horner y Wolfner, 2008).
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Fig.1-35: Esquema representativo de las etapas del proceso de fecundacion. A. Los
espermatozoides interaacionan con el ovocito en Ml y una vez que tiene lugar la entrad de uno de ellos
en el ovocito, este reanuda el porceso de meiosis y expulsa el segundo CP (B). A continuacién tendra
lugar la formacion de los pronicleos y del aster de MTs a partir del centriolo proximal del
espermatozoide que sera responsable de la aproximacion de los pronicleos (C y D).

En base a todo lo expuesto anteriormente, se puede concluir que el desarrollo
necesario para que tenga lugar la formacién de un ovocito maduro es complejo, largo en
el tiempo y requiere de diferentes sistemas endocrinos, paracrinos y autocrinos que
regulen y coordinen los diferentes eventos que tienen lugar durante la foliculogénesis y
la ovogénesis. Ademas durante la ovogénesis va a tener lugar la maduracion tanto del
citoplasma como del ndcleo. En ambos procesos, los MTs van a participar tanto en la
reorganizacion de los organulos en el citoplasma como en la formacion de los husos
meidticos donde se va a requerir de la polimerizacion y despolimerizacién de los
dimeros de tubulina y por lo tanto de la participacion de los TBCs. Cualquier alteracion
en los TBCs podria derivar en anomalias en los MTs y por lo tanto en los ovocitos ya
que la polimerizacién de MTs aberrantes o la despolimerizacion de los MTs afectarian a

los husos meidticos y al transporte de organulos y diferentes moléculas.

Estas alteraciones por un lado, podrian impedir la correcta segregacion de las
cromosomas resultando en la formacion de ovocitos aneuploides (Li y col, 2006, Vogt y
col, 2008). Por ejemplo, se ha visto que errores en la segregacion de los cromosomas
durante la MI pueden causar trisomias del cromosoma 21 y alteraciones en las funciones
del huso meidtico en los MII, originan anomalias en el desarrollo pudiendo causar
abortos, enfermedades y alteraciones en el desarrollo embrionario (Hassold y Hunt,
2001; Miao y col, 2009).

Por otro lado, también podrian causar la reorganizacion anémala de ciertos
organulos como el RE responsable de la liberacion de Ca?" necesario para la
finalizacion del proceso de meiosis, la reaccion cortical (Ducibella y col, 2002; Horner
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y Wolfner, 2008) o de las mitocondrias responsables de la sintesis del ATP necesario
para que tenga lugar tanto la maduracion nuclear como la del citoplasma (Krisher y
Bavister, 1998; Stojkovic y col, 2001). Alteraciones en la distribucion espacial de las
mitocondrias podrian estar relacionadas con alteraciones en la formacion y organizacion
de los husos meidticos, segregacion de los cromosomas asi como anomalias en las
primera etapas del desarrollo embrionario (Van Blerkom, 2004). De hecho se ha
observado que una densidad reducida de mitocondrias alrededor del espacio perinuclear
estd asociada a la incapacidad de formar el huso meidtico durante la Ml en ovocitos de
ratobn (Van Blerkom, 1991) y que niveles bajos de ATP durante la maduracion del
ovocito pueden causar alteraciones en el desarrollo embrionario (Van Blerkom y col,
1995).

En resumen, durante la gametogénesis, los MTs van a participar formando tanto
estructuras estables en el tiempo como el flagelo y centriolo de los espermatozoides
como estructuras transitorias como el manchette o los husos mitéticos y meidticos de las
células germinales, los espermatozoides y los ovocitos. A través de estas estructuras van
a participar en la recombinacién y segregacion del material genético para obtener a
partir de una célula diploide una célula haploide asi como en los procesos de
morfogénesis de los gametos implicados en la maduracion del citoplasma,
reorganizacion y transporte de organulos y moléculas y en la formacion de estructuras
como el acrosoma o el flagelo asi como en el desplazamiento de los espermatozoides
por el tracto genital femenino en busca del ovocito a fecundar. En todos estos procesos
va a tener lugar la reorganizacion de estrucutras del citoesqueleto, donde los TBCs son
imprescindibles y alteraciones en estas proteinas estarian relacionadas con anomalias en
los MT que podrian conducir a la formacion de gametos andmalos que darian lugar a
embriones no viables o a embriones con anomalias que podrian tener consecuencias
nefastas en la calidad de vida del ser vivo que se origine a partir de ellos. Embriones
originados a partir de espermatozoides u ovocitos aneuploides son la mayor causa de
abortos espontaneos (Bond y Chandley, 1983) y aquellos embriones que llegan a
término con un nudmero alterado de cromosomas sufren de desérdenes genéticos
asociados a malformaciones congénitas, retraso mental y corta expectativa de vida
(Fitzpatrick, 2005; Pont y col, 2006). Por lo tanto, el estudio de los TBCs en los

gametos humanos pueda aportarnos en un futuro informacion sobre la formacion y el
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funcionamiento de los gametos y embriones humanos asi como posibles causas de

esterilidad y en un futuro buscar terapias que permitan solucionar estos problemas.
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IV OBJETIVOS
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- Determinar la localizaciéon de los cofactores de la tubulina D y E en

espermatozoides humanos de eyaculado y testiculo.

- Determinar la localizacion de los cofactores de la tubulina D y E en los ovocitos
humanos y en sus diferentes estadios de maduracion (Profase I, Metafase | y

Metafase I1), y valorar sus posibles funciones.

- Determinar la presencia de los ARNm de los cofactores de la tubulina en los

gametos humanos.

- Evaluar haplotipos ligados al “sindrome del enfermo de los TBCs” en pacientes

con problemas de fertilidad.
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V MATERIALES Y METODOS
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NOTA:

Este proyecto fue aprobado por el “Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC) del Servicio Cantabro de Salud en el afio 2008 y posteriormente fue ampliado
en el afio 2013 quedando registrado con el codigo interno del CEIC como 2008.0047,
acta n°3/2008 y acta 11/2013. EI material bioldgico utilizado para realizar el estudio ha
sido donado por pacientes de la Unidad de Reproduccion Asistida entre los afios 2008 y
2014,

Durante los afios de realizacion de esta tesis doctoral, en los laboratorios de la
Facultad de Medicina de Cantabria realizamos estudios para intentar determinar la
presencia y localizacion de los cofactores del plegamiento de la tubulina TBCD y TBCE
en los gametos humanos. Para ello trabajamos con el material biolégico donado por
pacientes de la Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla.

Es importante sefialar que a la hora de realizar este trabajo, nos hemos
encontrado con un factor limitante importante que ha sido la obtencién de una cantidad
elevada de ovocitos, ya que son considerados material de alto valor biolégico. Por un
lado, para su obtencién la paciente se tiene que someter a un tratamiento médico y una
leve intervencién quirdrgica con las complicaciones y riesgo que estos procesos
conllevan. Y por otro lado, a esto hay que afadir que los ovocitos donados por las
pacientes, son los ovocitos sobrantes o bien porque eran inmaduros o bien porque no
habian fecundado. Por estos motivos, se requirieron periodos largos de tiempo para
almacenar suficientes ovocitos en las condiciones adecuadas para poder realizar ciertos

experimentos con ellos y la calidad de las muestras puede haberse visto comprometida.
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V.1 Materiales:

V.1.1 Soluciones, reactivos y farmacos:

V.1.1.1 Estimulacion ovarica;: FARMACOS

e Agonista de GnRH, (Procrin ® Laboratorios Abbott)

e Antagonistas de GnRH (Cetrotide® Laboratorios Merck; Orgalutran®
Laboratorios MSD)

e FSH recombinante (Gonal-F ® Laboratorios Merck; Puregon ® Laboratorios
MSD)

e FSH recombinante y LH recombinante (Pergoveris® Lab. Merck)

e FSH urinaria'y LH urinaria (Menopur® Laboratorios Ferring)

e Gonadotrofina coridnica humana recombinante (Ovitrelle ® Laboratorios
Merck)

V.1.1.2 Medios de cultivo:

ISMI ®Medicult. Dinamarca
Hialuronidasa ®Medicult. Dinamarca
PVP ®Medicult. Dinamarca

Flushing medium®Medicult. Dinamarca
Dulbeco PBS sin CaCl2 ni Mg CI2 (GIBCO®)
IVF medium ®Medicult. Dinamarca

V.1.1.3 Reactivos para Microscopia Electrénica:

Glutaraldehido al 3 % (Merck) en Buffer fosfato 0,12 M
Paraformaldehido al 4% (Electron Microscopy Science)
Avraldita (Fluka)

Unicryl (BBInternational)

Acetato de uranilo (Merck)

Citrato plomo (Sigma)

V.1.1.4 Reactivos para WESTERN BLOT:
V.1.14.1 Tampones:
e Tris-HCL 10mM pH 7,4

e Tris-HCL 1M pH 9,2
e Tris-HCL 0,5M ph 6,8
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e PBS (GIBCO®)

V.1.14.2

Soluciones para las muestras:

e Buffer de lisis:

©)
@)

PBS (GIBCO®)
Triton X100

Materiales y Métodos

o Protease inhibitor cocktail tablets Complete EDTA free (Roche)

e UREA (8 M) (Sigma)
e Solucion de carga (Laemmli sample buffer):

© O O O O

Tris-HCI 50 mM pH 6.8
SDS 2%

Glicerol 10%

Azul de bromofenol 0,1%
-Mercaptoetanol 1%

e Reactivo de Bradford:

© O O O

V.1.14.3

Azul brillante Coomasie 0.117 mM
Etanol 5% (v/v)

Acido ortofosférico 15% (p/v)
Agua destilada

Gel de poliacrilamida 7,5% y 1,5 mm de grosor:

e Gel separador o running gel:

© O O 0O O O

V.1.1.4.4

Acrilamida (30%)
Tris-HCL 1M ph 9,2
SDS 10X

Persulfato aménico (10%)
TEMED

Agua destilada

Tampones de electroforesis, transferencia e incubaciones:

e Tampon de electroforesis:

o O O O

Tris-HCL
Glicina

SDS

Agua destilada

e Tampon de transferencia:

@)
@)

Tris-HCL
Glicina
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o Agua destilada
e TBST:

o Tris-HCI 50 mM pH 7.5 + NaCl 0,15 mM, Tween-20 (0,05%)
e Buffer para bloguear uniones inespecificas:

o TBTS + leche desnatada en polvo (3 %)
e Buffer de stripeado:

o Glicina 200mM, ph 2,8

o EDTA1mM

o SDS0,1%

V.1.1.4.5 Anticuerpos y Reactivo revelador:

e Anticuerpos primarios policlonales purificados por afinidad siguiendo una
modificacion del protocolo de Lajoie-Mazenc (Lajoie-Mazenc y cols, 1994).

o Anti TBCD procedente de conejos inoculados (1:1000)
o Anti TBCE procedente de conejos inoculados (1:100)

e Anticuerpos primarios comerciales:
o Anti a-tubulina B512 monoclonal procedente de ratones inoculados
(Sigma) (1:4000)
o Anti pB-tubulina policlonal procedente de conejos inoculados
(ABCAM) (1:1000)
e Anticuerpos secundarios
o Anti IgG de conejo unida a un anticuerpo anti peroxidasa horseradish
(rdbano) de asno, (Ge Healthcare)

o Anti IgG de raton unida a un anticuerpo anti peroxidasa horseradish
de asno (Invitrogen).

e Reactivo revelador, Pierce Ecl Wester Blotting (Termo Scientific)

Las combinaciones de anticuerpos secundarios fueron disefiadas para evitar
posibles reacciones cruzadas.

V.1.1.5 Reactivos para inmunofluorescencia:

V.1.15.1 Fijadores:
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e Metanol (VWR Chemicals Prolabo)
e Paraformaldehido 4% (Electron Microscopy Science)

V.1.15.2 Soluciones permeabilizadoras:

e PBS+ Triton 1%
e PBS + Triton 5%

V.1.1.5.3 Anticuerpos y fluorocromos:
*  Anticuerpos primarios:

o Anticuerpo antiTBCD 1:5
o Anticuerpo antiTBCE 1:1
o Anticuerpo B512 1:1000 (Sigma)

« Anticuerpos secundarios:

o Anticuerpo frente inmunoglobulinas 1gG de conejo (1:1000 /1:800)
conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes, Invitrogen)

o Anticuerpo frente inmunoglobulinas IgG1 de ratén (1:1000) (Sigma)
conjugado con CY3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories)

o Anticuerpo frente inmunoglobulinas 1gG1 de ratén (1:300) (Sigma)
conjugado con Alexa 647 (Jackson ImmunoResearch Laboratories)

»  Hoechst 33258 (Sigma) (1:1000)
»  Mitotraker (Molecular Probes ®, Life Technologies)(1:2000)

V.1.1.6 Reactivos para PCR:

RNA latter (Ambion)

Reactivo Trizol® (Invitrogen)

Tampon de reaccion (Sigma)

Taq polimerasa (Sigma)

Mezcla deoxinucledtidos trifosfato (Sigma)

Kit Dynabeads mRNA-Direct Extraction (Ambion)
Kit RNase-free DNase (Promega)

Kit ImProm-11 reverse transcription system (Promega)
Tampdn Tris/acetato/EDTA (TAE)

o '[rizma 0,4M
o Acido acético glacial 5,7% (v/v)
o EDTA 10mM pH 8

e Gel de agarosa
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o Agarosa 2%
o TAE (DEPC) 100ml
o Bromuro de etidio 7 pl

V.1.1.7 Reactivos para la extraccion de ADN:

«  Kit Mini NucleoSpinde®BloodL (Maherey GMBH & Co0.KG.)

V.1.2 Material bioldgico:

V.1.2.1 Fragmentos de testiculo

Se obtuvieron muestras de tejido testicular de 14 pacientes de la Unidad de
Reproduccién Asistida diagnosticados de azoospermia, de los cuales 3 se habian

sometido a una vasectomia previa en afos anteriores.

Las biopsias testiculares fueron llevadas a cabo bajo anestesia local con
Mepivacaina al 2 % (Scandicain, al 2%). Se realiz6 una incision de aproximadamente 1
cm en el escroto y se disecaron una a una las capas del testiculo hasta llegar a la tunica
albuginea de donde se obtuvieron pequefias piezas de tejido (2-3 mm) que fueron
depositadas en una placa petri con medio de cultivo taponado con hepes y 37 °C de
temperatura (Flushing medium ®Medicult.Dinamarca), (Minguez y cols, 2005).

De cada paciente se obtuvieron dos fragmentos de tejido testicular. Dos
fragmentos fueron destinados a estudios de inmumomicroscopia electrénica. Uno de
ellos fue por inmersion en una solucion fijadora de Paraformaldehido (Electron
Microscopy Science) al 4% y el otro fragmento con Glutaraldehido (Merck) al 0,1 %.
Ambos fijadores fueron hechos con Buffer fosfato 0,12 M, a pH 7,3.

V.1.2.2 Espermatozoides de eyaculado:

Los espermatozoides de eyaculado se obtuvieron de muestras seminales

procedentes de 204 varones, pacientes de la URA entre los afios 2008 y 2014.

Las muestras de semen utilizadas fueron capacitadas mediante la técnica del
Swim-up directo. Primero, fueron lavadas con Flushing médium (®Medicult.

Dinamarca) y centrifugadas a 300 g durante 10 minutos. Tras la centrifugaciéon y una
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vez retirado el sobrenadante, dependiendo de la cantidad de pellet que se obtuvo se
afiadio entre 150 y 400 pl de IVF médium (®Medicult. Dinamarca) y se incubaron
durante 1 hora a 37°C y 6% CO2. Por ultimo, tras la hora de incubacion se recupero el

sobrenadante.

Una vez obtenidos los capacitados, las muestras fueron divididas en tres grupos.
Un grupo, fue congelado a — 80° C para posteriormente realizar con ellas estudios
bioquimicos. Otro grupo de muestras fue utilizado para realizar estudios de
inmunofluorescencia, y fueron lavadas con PBS 1X (Gibco®) a 300 g durante 20
minutos. El altimo grupo fue lavado dos veces con PBS 1X (Gibco®) a 300g durante 10
minutos y conservadas en RNA latter a 4 °C para realizar RT-PCRs.

V.1.2.3 Estimulacion ovarica, ovocitos humanos:

Para realizar este estudio se recogieron ovocitos inmaduros en diferentes
estadios de meiosis (Profase | y Metafases 1), los cuales carecen del potencial para ser
fecundados por un espermatozoide y ovocitos maduros (Metafases 1) que no
fecundaron de pacientes que se habian sometido a Técnicas de Fecundacion in vitro. La
aplicacion de estas técnicas consiste en, someter a las pacientes a una estimulacion
ovarica controlada mediante un tratamiento hormonal (Agonista o Antagonista, Fig. M-
1) que permita la obtencion de un cierto nimero de 6vulos maduros que posteriormente
seran fecundados para dar lugar a embriones que seran transferidos al utero de la

paciente.

El tratamiento para la estimulacién ovérica de las pacientes se realizd con
agonistas o antagonistas de la GnRH. Para el tratamiento con agonistas (Fig. M-1A), el
protocolo utilizado fue descrito por Navarro y col en 2001. La estimulacion ovarica se
realiz6 con la administracion de acetato de leuprolide (Procrin ® Laboratorios Abbott.
Madrid) a una dosis de 0,5 mg/dia desde la fase lutea (dia 21) del ciclo previo al de
estimulacion. Una vez se comprobd la supresion hipofisaria se inici6 la administracion
de FSH recombinante (Gonal-F ® Lab. Serono. Madrid; Puregon ® Lab. Organon.
Barcelona) a una dosis de 300 Ul/dia durante 5 dias, a partir de los cuales esta se ajusto

en funcion de la respuesta individual.

En cambio, en el tratamiento con antagonistas (Fig. M-1B), la estimulacion con
FSH recombinante (Gonal-F ® Lab. Serono. Madrid; Puregon ® Lab. Organon.
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Barcelona) se inicio el dia dos del ciclo con una dosis de 300 Ul/dia, estudiandose la
respuesta individual a partir del dia 7 para el ajuste de la dosis. Entre el 5°-7° dia del
ciclo o a partir de la deteccion ecogréafica de al menos un foliculo de 14 mm o mayor se
comenz6 la administracion del antagonista (Orgalutran ® Lab. Organon. Barcelona) a

una dosis de 0,25 mg/dia hasta el final del tratamiento (Barri, 2005).

En ambos tratamientos, el control del desarrollo folicular se realizé con
determinaciones de estradiol sérico y ecografia transvaginal. Cuando se observé una
adecuada madurez folicular, es decir, presencia de al menos 4 foliculos mayores de 16
mm y unos niveles adecuados de estradiol para dicho desarrollo folicular, se inicid la
administracion de 10.000 Ul de Gonadotrofina coriénica humana recombinante
(Ovitrelle ® Lab. Serono. Madrid) (Barri, 2005).

Fig.M-1: Imagen de una ecografia vaginal de unos ovarios estimulados con gonadotropinas. En cada
ovario se observan los foliculos maduros (entre 16 y 18 mm de tamafio) en cuyo interior hay un ovocito.
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A)
HcG
[ Agonista ]
[ Gonadotropinas ]
> 21 2 3 456 7 8 9 10 11
Menstruacion Menstruacion
B)
HcG
[ Antagonista ]
[ Gonadotropinas ]
> 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Menstruacion

Fig.M-2: Esquema de los Protocolos de Estimulacion Ovarica (Barri, 2005)

Los ovocitos fueron obtenidos mediante puncion folicular ecoguiada e incubados
un minimo de 3 horas en medio de cultivo (IVF medium ®Medicult. Dinamarca) a 37°C
y 6% CO>. Al cabo de las 3 horas de incubacion, en aquellos casos en los que se realizo
microinyeccion intracitoplasmatica (ICSI), los ovocitos se denudaron con la ayuda de la
enzima hialuronidasa (®Medicult. Dinamarca) y con pipetas de decumulacion. Sélo los
ovocitos que estuvieron en el estadio de Metafase 11 (MII) fueron microinyectados (Fig.
M-3A). Los ovocitos inmaduros fueron recogidos para el estudio. Cuando se utilizé la
técnica de fecundacion in vitro clasica (FIV), todos los ovocitos obtenidos en la puncién
junto con las células del camulo fueron inseminados con 50.000 espermatozoides/ml y
no se pudo valorar el estadio madurativo de los mismos hasta el momento de determinar
la fecundacion (Fig. M-3A).

81



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Materiales y Métodos

A las 18h post inseminacion o post microinyeccion se comprobd la fecundacién
mediante la presencia de dos pronlcleos y dos corpusculos polares en cada ovocito
(cigoto) (Fig. M-3B). Los ovocitos inmaduros procedentes de la técnica de FIV y los

ovocitos no fecundados obtenidos con ambas técnicas fueron recogidos para el estudio.

A- DiaPuncion, D+0

FIV clésica

ICSI

—_—

1° 2° 3°

B- D+1, Comprobacion fecundacion

NF
A
s ~
| /Oo\ N\ o~
S \
\-‘ . / /;I_'
2PN2CP P Lo

Fig.M-3: Esquema resumen de las Técnicas de Fecundacion in vitro (TRA). A. Dia de la puncion (D+0):
dia en el que se extraen los ovocitos mediante puncion folicular y se realizan las TRA. FIV: fecundacion
in vitro clasica, los ovocitos se incuban con los espermatozoides capacitados en una gota de medio de
cultivo. ICSI: microinyeccion intracitoplasmética. Con la micropipeta de microinyeccién, se selecciona
un espermatozoide que cumpla criterios en cuanto a movilidad y morfologia (1°). Con la micropipeta de
contencion o holding, se sujeta el ovocito con el CP en la posicion de las 6 0 12 horas (2°) para no dafiar
el huso meiético en el momento de la microinyeccién (3°) del espermatozoide dentro del ovocito. B. El
D+1, es el dia que se comprueba entre las 17-20 horas post FIV o ICSI la fecundacién normal mediante
la presencia de 2 pronucleos y dos CPs (2PN2CP). Los ovocitos donde no se observan prontcleos y solo
se detecta 1 0 2 CP son considerados ovocitos no fecundados.
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Los ovocitos recogidos fueron divididos en tres grupos. Los ovocitos destinados
a las pruebas bioquimicas fueron lavados en PBS 1X (Gibco®). Parte de estas células,
fueron conservadas en buffer de lisis a -80°C y la otra parte en RNA latter (Ambion) a
4°C. El tercer grupo de ovocitos fue fijado con paraformaldehido (Electron Microscopy

Science) al 4%.

V.1.2.4 Muestras sanguineas:

Los estudios de polimorfismo fueron llevados a cabo en 408 pacientes, 204
varones y 204 mujeres en tratamiento de fecundacion in vitro en la URA. Las muestras
sanguineas fuero obtenidas el dia de la puncion folicular o biopsia testicular.

Como casos controles, se utilizaron 250 muestras procedentes del banco de
sangre. Tanto los controles como los pacientes de la URA formaron parte de un estudio
mayor que también incluyo 250 muestras de pacientes con esquizofrenia obtenidas en el
Servicio de Psiquiatria de nuestro hospital.

La extraccion de sangre de vena periférica fue llevada a cabo mediante puncién
en la fosa antecubital, en un tubo de 4 ml con EDTA (Vacuette®). Una vez extraida la
sangre, los tubos fueron inmediatamente congelados a -4°C hasta el dia de la extraccién
del ADN de dichas muestras.

V.2 Meétodos:
V.2.1 Western blot

Para poder realizar los western blot, una vez descongelados los ovocitos que
habian sido conservados en buffer de lisis a -80°C, fueron sonicados y posteriormente
centrifugados a 5000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga de mesa.

En el caso de los espermatozoides, una vez descongeladas las muestras (-80°C)
fueron lavadas en PBS 1X (5000 rpm durante 10 minutos). A continuacion se afiadio al
pellet 200 uml de una solucion de Tris 50mM ph 8 mas inhibidores de proteasas
(Roche) y se incubaron en hielo. Para producir la lisis de los espermatozoides, la
muestra fue pasada 3 veces por una aguja de insulina. EI material resultante fue

centrifugado 4500 rpm durante 40 minutos a 4°C y se recogio por un lado el

83



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Materiales y Métodos

sobrenadante y por otro el pellet. Los pellet fueron tratados con UREA (8 M) (Sigma) a
temperatura ambiente durante 30-40 minutos. Seguidamente fueron sonicados.

Como celulas control fueron utilizadas células renales de embrién humano
(Hek293T, del término inglés “Human Embryonic Kldney 293 cell”) procesadas de la
misma manera que los gametos. La determinacién de la concentracion de proteina en los
sobrenadantes de los espermatozoides y de los ovocitos para obtener una concentracion
final de 50 g totales de proteina se realiz6 por el método descrito por Bradford
(Bradford, 1976). Se prepara una recta patron con seroalbumina bovina (BSA) (Sigma),
entre 0 y 20 pg, disuelta en el mismo tampon en el que se encuentra la proteina
problema. Cada tubo con patron o muestra se completa hasta 800 ul con agua y se le
afiaden 200 pl del reactivo “Bio-Rad Protein Assay” (BioRad). Se agitan los tubos y se
espera 15 minutos antes de medir la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
DU640 Spectrophotometer (Beckman).

Una vez determinada la concentracion de proteina en los sobrenadantes de
espermatozoides, ovocitos y células Hek293T se les afiadié el tampon de carga (Tris-
HCI 50 mM pH 6.8 + SDS 2% + Glicerol 10% + Azul de bromofenol 0,1% + B-

Mercaptoetanol 1% + agua destilada) y fueron incubados a 100°C durante 5 minutos.

Se utilizaron geles SDS-PAGE (Laemmli, 1970) de 7,5% (Nacional Diagnostics)
en un tampén Tris-glicina compuesto por Tris-HCI 25 mM, Glicina 250 mM y SDS
0,1% para poder separar en condiciones desnaturalizantes las proteinas presentes en
base a su peso molecular. Como control positivo, se utilizaron células humanas Hek
293T procesadas de igual manera que los espermatozoides y los ovocitos La
electroforesis se realizo a 200V y una vez terminada, los geles fueron transferidos a una
membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD) a 360mA. Tras la electrotransferencia, las
membranas se tifieron con rojo Ponceau (Sigma) al 0,2% en una solucién de TCA al
3%. El exceso de colorante se elimind enjuagando las membranas con agua Helix.
Antes de llevar a cabo el bloqueo de las membranas, estas fueron lavadas repetidas
veces con TBST. A continuacion se trataron con la solucion de bloqueo (TBST con
leche desnatada en polvo al 3%, TBST milk al 3%) para evitar uniones inespecificas

durante al menos una hora a temperatura ambiente.
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Los anticuerpos primarios y secundarios fueron diluidos en TBST milk al 3%.
Después de bloquear las membranas se incubaron con el anticuerpo primario diluido
toda la noche (overnight) a 4°C. Al finalizar el periodo de incubacion, se lavaron varias
veces con TBST y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario comercial (1:4000). Seguidamente la membrana fue lavada con
TBST 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente fue incubada con el reactivo
revelador Pierce Ecl Wester Blotting (Thermo Sciencific) que contiene peroxidasa y
permite detectar la proteina unida al anticuerpo primario por quimioluminiscencia
exponiendo las membranas con “CL-XPosureFilm” (Termo Scientific®) entre 10

segundos y varios minutos.

Se emplearon anticuerpos primarios policlonales producidos en nuestro
laboratorio: anti-TBCD (1:1000) y anti-TBCE (1:100) y anticuerpos primarios
comerciales: anti- B-tubulina de conejo (ABCAM) (1:1000) y anti- a-tubulina de raton
(Sigma) (1:4000). El anticuerpo secundario de conejo (Ge Healthcare) se utilizé a la
dilucion 1:4000 y el de ratén a la dilucion 1:2000.

En algunas ocasiones, las membranas de nitrocelulosa fueron reutilizadas y para
ello fue necesario en primer lugar lavar bien las membranas con TBST durante 30
minutos y aclarar con agua hélix. Se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con
buffer Glicina 0,2 M pH 2,8, EGTA 1 mM y SDS 0,1%. A continuacién se volvieron a
aclarar bien con agua hélix y se lavaron de nuevo con TBST. A partir de ese momento,
se volvieron a bloquear de nuevo con TBST milk al 3% para posteriormente ser

incubadas de nuevo con anticuerpos primarios.

V.22 RT-PCR

Para la extraccion de ARN de los ovocitos en cada uno de los estadios
madurativos estudioados (20 ovocitos por estadio y por triplicado) y de los
espermatozoides (1x10° spz) se utilizo el kit de aislamiento Dynabeads mRNA-Direct
Extraction Kit (Ambion) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante después de
recuperar y lavar estas células del ARN-later (Ambion). Seguidamente, para evitar
contaminaciones con el ADN genomico, los ARN obtenidos fueron tratados con el kit

RNase-free DNase (Promega).
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Como tejido control se utilizd el cortex cerebral humano. El tejido fue
previamente lisado y homogeneizado con 1ml de TRIZOL® (Invitrogen) vy
posteriormente incubadas a temperatura ambiente durante 2-3 min en 0,2 ml de
cloroformo. A continuacion, la mezcla fue centrifugada a 10.000g durante 10 minutos a
4°C. Se recupero el sobrenadante incoloro y se incubo con isopropanol (1:1) durante 10
minutos a temperatura ambiente para ser seguidamente centrifugado a 10.000 g durante
otros 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue desechado y el pellet fue lavado a 10.000g
durante 5 minutos a 4°C con etanol al 70%. Al terminar la centrifugacion, el etanol fue
retirado y se dejo secar la muestra que posteriormente fue homogeneizada en agua mili-
Q a 65°C. Al igual que con los ARN procedentes de los ovocitos y los espermatozoides,

estos ARN fueron tratados con tratados con el kit RNase-free DNase (Promega).

Por dltimo, antes de iniciar la sintesis de los ADNCc, la pureza de las muestras
obtenidas de los tres tipos celulares, fueron calculadas espectroscopicamente (260-280
nm) utilizando un Nano Drop®ND-1000 (Thermo Scientific).

Para la sintesis de ADNCc se utiliz6 el kit ImProm-I1 reverse transcription system
(Promega) y 1 ug de ARN al que se le afiadieron 2 pl de hexdmeros aleatorios y 9 pl de
agua mili-Q y se incubo a 65°C durante 10 minutos. A continuacién, se afiadio la
mezcla de reaccion (4ul de tampdn de sintesis de ADNc (5X), 1,5 pl de MgCly, 1 ul de
mezcla de deoxinucledtidos trifosfato (10mM), 0,5 ul del inhibidor de ARNasa (40U/
pul) y 1 pl de la transcriptasa inversa (Promega)). Tras un pulso de centrifugacion, la
mezcla fue introducida en el termociclador (MyCyclerTM, Bio-Rad Laboratories). Los
ciclos necesarios para la sintesis fueron los especificados en la tabla M-1. Las copias de

ADNCc obtenidas fueron almacenadas en alicuotas a -20°C hasta que fueron utilizadas.

Tabla M-1: Ciclos necesarios para la sintesis de ADNc

Tiempo (min) | Temperatura (°C) | Namero de ciclos
10 25 1
60 55 1
5 85 1
- 4

Los ADNCc obtenidos fueron amplificados por PCR. Para ello, se utiliz6 1 pl de
ADNCc que fue mezclado con 5 pl de tampdn de reaccién 10x (Sigma), 0,5 ul de la
enzima Tag polimerasa (Sigma), 5 ul de MgCl, (Sigma), 1 pl de mezcla de
deoxinucledtidos trifosfato (10 mM) (Sigma), 2,5 ul (20 pM) de los primers
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representados en la tabla M-2 y agua mili-Q hasta 50 pl. Los primers para TBCD y

TBCE se disefiaron con el programa Primer-BLAST.

Para determinar la presencia del ADNc amplificado se realizaron electroforesis

en gel de agarosa al 1,5% a 100 V. A cada 50 ul de muestra se les afiadio 12.5 ul de

tampon de carga.

Tabla M-2: Primers utilizados para realizar las RT-PCRs. Disefiados con el programa Primer-

BLAST. (http://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blas).

Gen Secuencia 5°-3’ Amplicon (pb) TO de
hibridacién
Cofactores de la tubulina
hTBCA (F) CCTCGCGTGAGACAGATCAA 167 pb 58 °C
(R) TCTTGTAGGATCTCTGCCTGC
hTBCB (F) CGGTGACCGTTTTCATCAGC 329 pb 59 °C
(R) GTCTTGCCTCTGGTCGTAGG
hTBCC (F) CCAACCTGGAGTCCCAAGTC 240 pb 58 °C
(R) TCGTACTGTGTATGCGGAGC
hTBCD (F) GGACGAGGTGGTGACTGTG 400 pb 70°C
(R) GCTCAGAGACAAAAGGCAGGA
hTBCE (F) AGCCCATCCCAGATACCAGT 406 pb 61°C
(R) ATTTCCGGTGAACCCCAGAC
Tubulina
B-tubulina (F) CTCTCAGAACCTTCCTGCCG 350 pb 58 °C
(R) CAGGATGGCACGAGGAACAT
Control positivo
ACTB (p- (F) TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 362 pb 58 °C
actina) (R) ATCTGCTGGAAGGTGGACAG

Proceso Tiempo Temperatura °C Numero de ciclos
Desnaturalizacién inicial 2’ 95 1
Desnaturalizacion 30’ 95
Hibridacion 307 (58-70) 40
Sintesis de la cadena 1’ 72
Ultima prolongacion 5 72 1
Mantenimiento - 4 o
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V.2.3 Microscopia Electronica

Los fragmentos de tejido testicular obtenidos mediante biopsia testicular fueron
fijados por inmersion en una solucion que contenia Glutaraldehido (Merk) al 3 % en
Buffer fosfato 0,12 M y deshidratadas en acetonas de concentracion creciente e
incluidas en Araldita (Fluka). Secciones ultrafinas, de 70 nm de espesor, fueron
obtenidas en un Ultramicrotomo LKB de 70 nm de espesor y recogidas en rejillas de
niquel para ser posteriormente tefiidas con acetato de uranilo (Merk) y citrato de plomo

(Sigma) y observadas en un microscopio Philips EM-208.

V.24 Inmunomicroscopia Electronica

Para realizar los estudios de inmunomicroscopia electronica, las piezas de tejido
obtenidas mediante biopsias testiculares y fijadas en Paraformaldehido al 4% vy
Glutaraldehido al 0,1 %, fueron deshidratadas en alcoholes de concentracion creciente,
incluidos en Unicryl (BBInternational, Cardiff, UK) y polimerizados a 4°C bajo una
l&mpara de luz UV durante 48-72 horas. Posteriormente se realizaron cortes ultrafinos,
de 80 nm de espesor, con un ultramicrotomo LKB y fueron recogidas en rejillas de
niquel e incubadas toda la noche a temperatura ambiente con anti-TBCD (1:5) o TBCE
como anticuerpo primario. Al finalizar el periodo de incubacion fueron lavados
abundantemente con Buffer fosfato 0,12 M para eliminar los restos de anticuerpo
primario y posteriormente incubarlos en 1:100 antirabbit IgG conjugado con oro
coloidal, 10 nm (Sigma, St. Louis, MO) durante 1 h a temperatura ambiente. Las
secciones fueron observadas y fotografiadas en un microscopio electrénico Phillips EM-
208.

V.25 Inmunofluorescencia

En el caso de los ovocitos para favorecer la penetracion del fijador en la célula,
se realiz6 un pequefio orificio en la zona pellcida (ZP) mediante la técnica de eclosion
mecéanica utilizando un microscopio invertido (Eclipse200, Nikon) con un sistema de
micromanipulacion incorporado (Narisigue). Esta técnica consiste en realizar un
pequefio agujero por friccion en la cubierta del ovocito. Cada ovocito fue depositado en
una gota de 10 pl de Flusing Medium (®Medicult.Dinamarca) y posteriormente fue
sujetado con la ayuda de una micropipeta de sujecién (holding, Humagen), mientras que
con una micropipeta de eclosion (PZD, Humagen) se atraveso el espacio comprendido
entre la ZP y el citoplasma hasta que volvio a salirse por otra localizacion de la ZP. A

88



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Materiales y Métodos

continuacion, el ovocito fue liberado de la micropipeta de sujecion, quedando el ovocito
sujeto a la micropipeta de eclosion, la cual fue frotada contra la micropipeta de holding

creandose un pequefio orificio en la ZP (de unos 50 micrometros) (Fig.M-4).

T

Fig.M-4: Esquema de los 4 pasos necesarios para realizar Hatching Mecénico. A: El ovocito es sujetado
con la micropipeta de holding. B: La micropipeta de ZPD atraviesa la ZP. C: El ovocito es liberado de la
pipeta de sujecion. D: La micropipeta de eclosion con el ovocito insertado en ella, se frota contra la
micropipeta de holding.

A continuacion, los ovocitos fueron fijados en paraformaldehido (Electron
Microscopy Science) al 4% durante 1 hora a 37°C. Seguidamente con la ayuda del
microscopio estereoscopico (SMZ 800, Nikon), los ovocitos fueron colocados, con la
menor cantidad de medio posible en cubreobjetos de borosilicato recubiertos de poly-L-

lysina, y se dejaron secar sobre una placa calefactada, a 37 °C.

A la hora de valorar las imagenes obtenidas durante este trabajo fue importante
tener en cuenta que la mayoria de los MII utilizados fuerdn expuestos a
espermatozoides mediante las técnicas de FIV clasica (Fig.M-5) o ICSI (Fig.M-5) y no
fecundaron. Por este motivo, en las fotos de microscopia confocal que se obtuvieron, se

observaron en algunos casos espermatozoides unidos a la ZP de los ovocitos, 1 0 2 CPs
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0 dos genomas diferentes dentro del ovocito, uno correspondiente al ovocito y otro al
espermatozoide (Fig.M-6).

-
A B

Fig.M-5: Esquema de las TRA. A. Tras realizar una FIV clasica, se observan espermatozoides unidos a
la ZP de los ovocitos. B: ICSI: con la ayuda de un sistema de micromanipulacién, se introduce dentro de
un MII de forma mecénica un espermatozoide al que previamente se ha inmovilizado para que tenga
lugar la fecundacién.

Fig.M-6: Esquema representativo de alguna de las posibilidades de combinaciones que se van o poder
observar en los ovocitos en Ml al realizar el analisis de las inmunofluorescencia al Microscopio
Confocal. A: MII no fecundado con 1 CP. B. MII con un espermatozoide en el citoplasma que ha

reanudado la 2° divisién meidtica y ha expulsado el 2CP. C. MII con un espermatozoide en su interior

que no ha avanzado en el proceso de meiosis. D. MII con un espermatozoide en el citoplasma que ha
continuado con la meiosis y extruido el CP y se inicia la formacién de un haz de MT a partir del
centriolo proximal del espermatozoide.

Los espermatozoides fueron fijados con metanol a —20°C durante 10 minutos o
fijados en paraformaldehido (Electron Microscopy Science) al 4% durante 1 hora a

temperatura ambiente y posteriormente plaqueados en cubreobjetos con poly-L-lysina.
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Se realizaron inmunofluorescencia doble con anti TBCD o anti TBCE y anti- o
tubulina y se utiliz6 Hoestch para visualizar el ADN. Tanto los ovocitos como los
espermatozoides fueron permeabilizados con PBS-T 5 % (®Gibco) a temperatura
ambiente durante 1 hora. A continuacion se afadieron, los anticuerpos primaros de
conejo, o bien TBCD (1:5) o TBCE (1:1) y el anticuerpo monoclonal de raton anti- o
tubulina B512 (1:500 en espermatozoides y 1:1000 en ovocitos) (Sigma) y se incubaron
o0 bien overnigth a 4 °C 0 45-60 minutos a temperatura ambiente. Terminado el periodo
de incubacion, se retiraron los anticuerpos primarios y se realizaron lavados con PBS-
0,1% Triton (®Gibco). Por dltimo se llevo acabo la incubacion con los anticuerpos
secundarios y con el reactivo Hoechst 33258 (1:1000) (Sigma). Se utiliz6 un anticuerpo
secundario anti- conejo conjugado con Alexa 488 (1:800) (Molecular Probes,
Invitrogen), y un anticuerpo secundario conjugado con Cy3 (1:1000) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) anti raton. Las imégenes fueron tomadas por un lado
mediante Microscopia Confocal con un equipo Nikon A1R y por otro lado con

microscopia DIC con un equipo ZEISS LSM 510.

En algunos de estos experimentos, para poder visualizar las mitocondrias se
utilizd el reactivo Mitotraker (1:2000) (Molecular Probes, Life Technologies).
Previamente a la fijacion de los ovocitos y los espermatozoides, estos fueron incubados
durante 30 minutos a 37°C y 6% de CO,. Seguidamente se continud con el protocolo
descrito anteriormente con la Unica diferencia de que en este caso se utilizd un
anticuerpo secundario de raton conjugado con Alexa 647 en vez de Cy3 ya que este

ultimo fluorocromo emite sefial en el mismo color que el Mitotraker.

V.2.6 Estudios de SNPs en sangres de pacientes de la URA

La extraccion del ADN de las muestras sanguineas, se llevé a cabo utilizando el
kit Mini NdcleoSpinde®BloodL (Maherey GMBH & Co0.KG.) y siguiendo el protocolo
modificado descrito por la casa comercial. De cada paciente, se utilizaron 200 ul de
sangre a los que se afiadieron 25 ul de Proteina K y buffer BQ1. Se utilizd un vortex
para obtener una mezcla homogénea y seguidamente fueron incubados a 70°C durante
10 minutos. A continuacién se afiadio a la mezcla 210 ul de etanol, y se carg6 en una
columna de NucleoSpinde®BloodL ubicada en un tubo de 1,5 ml. La columna con la

mezcla fue centrifugada a 11000g durante 1 minuto y se desecho el liquido que cay6 de
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la columna. Seguidamente se realizaron dos lavados, en la primero, se lavo la columna
con 500ul de buffer BW y en el segundo, con 600 ul de buffer B5. En ambos pasos, las
centrifugaciones se hicieron a 11000g durante 1 minuto y se desecho el liquido que

cayo de la columna.

A continuacion se trasvaso la minicolumna a un eppendorf estéril y se afadio
100 pl del buffer BE y se centrifug6 a 11000g durante 1 minuto. En este ultimo paso se
conservo la fraccion de liquido obtenido de la columna con el ADN purificado y fue
alicuotado en fracciones de 20 pl con una concentracion de 1ugr/ul de ADN en agua
destilada en placas de 96 pocillos y culo plano. Dichas placas fueron conservadas y
enviadas a CeGen Barcelona a —70 ° C hasta el dia de su utilizacion para realizar los

SNPs (del término inglés “single nucleotide polimorphims™).

El estudio de polimorfismo de los TBCs se realiz6 mediante la técnica de
microarrays utilizando un Chip de ADN elaborado por el Centro Nacional de
Genotipado (CeGen) siguiendo el disefio realizado por la Dra. Lopez Fanarraga y el Dr.
Carlos Valiente Barrosp de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria. El
Chip de ADN contenia 33 coding SNPs localizados en los exones de los genes de los
TBCs y causantes de cambios no conservativos. También se afiadieron al Chip 24

tagSNIPs para poder realizar estudios de haplotipos.

Para la seleccion de los 33 coding SNPs se utilizo la lista de SNPs codificantes
de los genes de los TBCs propuesta por el Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica Norteamericana (CNBI) y se llevo a cabo una primera seleccion en base
a las variaciones de nucledtido no-sinbnimas que originan cambios en el coddn
correspondiente que se traducen en una modificacién final del aminoacido. Estos
cambios podrian afectar a las cadenas laterales de los aminoacidos dando lugar a
modificaciones en parametros tales como volumen, carga y polaridad, los cuales
influyen en el plegamiento de la proteina y por lo tanto en su capacidad de realizar sus
funciones Por estos motivos, el siguiente paso fue evaluar la relevancia que pudieran
implicar estos cambios en la capacidad funcional de las proteinas resultantes mediante
el estudio comparativo entre las propiedades de la cadena lateral del aminoacido
resultante respecto al que encontrariamos en el supuesto de no haberse producido la

variacion.
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Finalmente para poder determinar la trascendencia de estas variaciones en las
proteinas, se realizd un estudio filogenético que consistia en realizar una comparativa,
de las secuencias de alineamiento aminoacidicas entre diferentes especies utilizando
como herramienta HomoloGene. El grado de conservacion de las cadenas polipeptidicas
de las proteinas a lo largo de la evolucion es directamente proporcional al grado de
importancia tanto estructural como funcional de los correspondientes aminoécidos y por
lo tanto variaciones en estos puntos de conservacion a lo largo de la evolucion nos
aportaran claves sobre cambios de aminoacidos que podran estar causados por

mutaciones patoldgicas y su relevancia en fenotipos patologicos (Tabla M-3).

Tabla M-3: Comparacion filogenética de los TBCs en diferentes especies utilizando como herramienta
HomoloGene (tesis Valiente, 2009; Valiente, 2013).

Arl2

H. sapiens 1 MGLLTILKKMKQKERELRLLML----GLDNAGKTTILKKFNGEDIDTISP 46
M. musculus 1 MGLLTILKKMKQKERELRLLML----GLDNAGKTTILKKFNGEDVDTISP 46
D. rerio 1 MGLLTILKKMKHKEREMRLLML----GLDNAGKTTILKKFNGEDVSTISP 46
D. melanogaster 1 MGFLTVLKKMRQKEREMRILLL----GLDNAGKTTILKRFNGEPIDTISP 46
C. elegans 1 MGFLKILRKQRAREREMRILIL----GLDNAGKTTLMKKFLDEPTDTIE 46
S.pombe 1 MGLLTILRQQKLKEREVRVLLL----GLDNAGKTTILKCLLNEDVNEVS 46
H. sapiens 47 TLGFNIKTLEHRGFKLNIWDVGGQKSLRSYWRNYFESTDGLIWVVDSADR 96
M. musculus 47 TLGFNIKTLEHRGFKLNIWDVGGQKSLRSYWRNYFESTDGLIWVVDSADR 96
D. rerio 47 TLGFNIKTLEHRGFKLNIWDVGGQKPLRSYWRNYFESTDGLVWVVDSADR 96
D. melanogaste 47 TLGFNIKTLEHNGYTLNMWDVGGQKSLRSYWRNYFESTDGLVWVVDSADR 96
C. elegans 47 TLGFDIKTVHFKDFQLNLWDVGGQKSLRSYWKNYFESTDALIWVVDSSDR 96
S. pombe 47 TFGFQIRTLEVEGLRFTIWDIGGQKTLRNFWKNYFESTEAIIWVVDSLDD 96
H. sapiens 97 QRMQDCQRELQSLLVEERLAGATLLIFANKQDLPGALSSNAIREVLELDS 146
M. musculus 97 QRMQDCQRELQSLLVEERLAGATLLIFANKQDLPGALSCNAIQEALELDS 146
D. rerio 97 LRLDDCRKELNALLLEERLAGATLLVFANKQDLPGALSKDGIREVLALDD 146
D. melanogaster 97 MRLESCGQELQVLLQEERLAGATLLVLCNKQDLPGALSSNEIKEILHLED 146
C. elegans 97 ERLLQCSEELKKLLGEERLAGASLLVLANKSDLPGAIDVNSIAQVLDLHS 146
S. pombe 97 LRLEECRNTLQELLVEEKLLEFTSILVLANKSDVSGALSSEEISKILNISK 146
H. sapiens 147 I-RSHHWCIQGCSAVTGENLLPGIDWLLDDISS-RIFTAD- 184
M. musculus 147 I-RSHHWRIQGCSAVTGEDLLPGIDWLLDDISS-RVETAD- 184
D. rerio 147 I-KTHHWCIVGCSAVTGENLLSGVDWLLDDIAA-RIFTTD- 184
D. melanogaster 147 I-TTHHWLVAGVSAVTGEKLLSSMDWLIADIAK-RIFTLD- 184
C. elegans 147 I-KSHHWKIFSCCALSGDRLVQAMTWLCDDVGS-RLFILD- 184
S. pombe 147 Y-KSSHWRIFSVSALTGLNIKDAISWLANDLKEIKLGTIDY 184

TBCA

H. sapiens 1 MADPRVRQIKIKTGVVKRLVKEKVMYEKEAKQQEEKIEKMRAEDGENYDI 50
M. musculus 1 MADPRVRQIKIKTGVVRRLVKERVMYEKEAKQQEEKIEKMKAEDGENYAI 50
G. gallus 1 MADPRLRQIKIKTGVVKRLAKEKVMYEKEAKQQEEKIEKMKAEACDDYGI 50
D. rerio 1 MADPRIRQIKIKTGVVKRLAKEEVLYIKEAKQQEEKIERLKAEAGDEYLI 50
D. melanogaster 1 MTDPRIRQLVIKSGVVRRLTREKYCYAKEVLTEQARLEKLRGDGADDHVL 50
H. sapiens 51 KKQAEILQESRMMIPDCQRRLEAAYLDLQRILENEKDLEEAEEYKEARLV 100
M. musculus 51 KKQAEILQESRMMIPDCQRRLEAAYTDLQQILESEKDLEEAEEYKEARVV 100
G. gallus 51 KKQVEILQESRMMIPDCQRRLEIAHADLTQLLENEKELEEAEEYKEARSI 100
D. rerio 51 KKQMEVLQESRMMIPDCHRRLAMAHADLQQLLETEEELAEAEEYKEARTV 100
D. melanogaster 51 RKQEEVIQECIMMVPDSKRRLQKEYEVLEKYLADEQDLIETDSYKKAAEI 100
H. sapiens 101 LDSVKLEA-- 108
M. musculus 101 LDSVKLEA-- 108
G. gallus 101 LESVKLEA-- 108
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D. rerio 101 LDSVKLEG-- 108
D. melanogaster 101 LKDAKAELET 110
TBCB

H. sapiens 1 —————— e MEVTGVSAPTVTVFISSSLN-TFRSEKRY 28
M. musculus 1 —————— e MEVTGISAPTVMVFISSSLN-SFRSEKRY 28
D. rerio 1 ——— MDGSVTIITNPIVSVRVTSTVS-SFEVNRRF 30
D. melanogaster 1 =—=—————————————————- MSTITIETGKSDFIKVNVSNSHNDAVAFEVKL 31
C. elegans 1~ MTEVYDLEITTNAT-DFPMEKKY 22
S. pombe 1 — e MNEITLFIKSSSA---NAERRI 19
S. cerevisiae l-——— MVRVVIESELV---RTEKEL 17
H. sapiens 29 SRSLTIAEFKCKLELLVGSPASCMELELYGVDDKFYS----K---LDQED 71
M. musculus 29 SRSLTIAEFKCKLELVVGSPASCMELELYGADDKFYS----K---LDQED 71
D. rerio 31 NRGITIAEFKSKLELIVGTPASCMDLDLFSSSDKFLQ----K---LDNNE 73
D.melanogaster 32 AKDLTVAQLKTKLEILTGGCAGTMKVQVF-KGDTCVS----T---MDNND 73
C. elegans 23 PAGMSLNDLKKKLELVVGTTVDSMRIQLFDGDDQLKG----E---LTDGA 65
S. pombe 20 NPQWTVSQLKTKLVPIVGTPEQYQKLTYEPASS-TVPGHVFET---SEEEN 65
S. cerevisiae 18 PNSLKLRQFKDRLYHVTGVEPEDMEIVVKRQYDNKEIYSTKKGGAYSNED 67
H. sapiens 72 ALLGSYPVDD----- GCRIHVIDHSGARL----- GEYEDVSRVEK-YTIS 110
M. musculus 72 ALLGSYPVDD----- GCSIHVIDHSGVRL----- GEYEDVSKVEK-YEIS 110
D. rerio 74 ALLGSYHVDD----- DCRIHVTDRSGTQS—-—---- GEFTDLSKVEK-FEIS 112
D. melanogaster 74 AQLGYYANSD----- GLRLHVVDSFATFS-—-—-——=-—-— FDSAPVEK-FELS 109
C. elegans 66 KSLKDLGVRD----- GYRIHAVDVTGGNE--—-—--- DFKDESMVEK-YEMS 103
S. pombe 66 LDLGEFKLQP----- LGTIVVEDTRPPHL----RLDFDDLSQVDK-YVMP 105
S. cerevisiae 68 EDANFLKGEE----- ELIVVVTDSNAQSISNQLATQAEGIPSMEV---1IS 109
H. sapiens 111 QEAYDQRQDTVRSFLKRSKLGRYNEEERAQQEAEAAQRLAEEKAQASSIP 160
M. musculus 111 PEAYERRQONTVRSFMKRSKLGPYNEELRAQQEAEAAQRLSEEKAQASAIS 160
D. rerio 113 DEAYEKRADSIRNFKKNMKLGRENEEERAKQEEAVAKKEEEEKVAAEAIA 162
D. melanogaster 110 KDQYEQRTDSVRNYLKINRMGKYNDEEMQQAEEKKRLQAEEIQKRAELCV 159
C. elegans 104 DDTYGKRTDSVRAWKKKMQ----EEQGSAAPMENESDKLNEE--AAKNIM 147
S. pombe 106 REQYENRTDSVYAWKKRNQLGRENPDFEASKASRQESLKRELVDL--QKN 153
S. cerevisiae 110 EEDYLRRDQSVLRWKMAHGYGRENAAQQSQRAALAKQDEAYAREQL-TAA 158
H. sapiens 161 VGSRCEVRAAG--—-———---— QSPRRGTVMYVGLTD-F--KPGYWIGVRYDE 199
M. musculus 161 VGSRCEVRAPD---——----— HSLRRGTVMYVGLTD-F--KPGYWVGVRYDE 199
D. rerio 163 VGNRCKVQVPG--—-———---— QATKIGTVMYVGTAD-F--KPGYWVGVKYDE 201
D. melanogaster 160 LGGRCEVTVPG-------- NPTRRGTIRYNGPLE-G--KSGHFIGVEYDE 198
C. elegans 148 VGNRCEVTVGA--—-——---— OMARRGEVAYVGATK-F--KEGVWVGVKYDE 186
S. pombe 154 LNSRCCA--AG--—-—-—-—-—--— E--RYGTIRYIGLVPEINND-NLWVGVEFDE 190
S. cerevisiae 159 IGRHCRVTVDG---—-—---- SAPREAILRYVGPLP-L-DVMGTWCGVEFPE 198
H. sapiens 200 PLGKNDGSVNGKRYF--ECQAKYG----AFVKPAVVTV---GDF-——---— 234
M. musculus 200 PLGKNDGSVNGKRYF--ECQAKYG----AFVKPSAVTIV---GDF-——---— 234
D. rerio 202 PLGKHDGSVNGKRYF--ECEPKYG----AFVKPLTVTIV---GDF--—---- 236
D. melanogaster 199 PLGKNNGSFGGKAYF--TCAPNYG----GFVSPLSVTV---GDF------ 233
C. elegans 187 PVGKNDGSVAGVRYF--DCDPKYG----GFVRPVDVKV---GDF-----— 221
S. pombe 191 PVGKNDGTVSGKRYF--NAKNKHG----SFLRSSEVEV---GDF-----— 225
S. cerevisiae 199 AAGKNDGRINGVTLEFG-PVAPGHG----SFVRPRAVEILSKDEESAEVED 243
H. sapiens 235 PEEDYGL-DEI----=————————————— 244
M. musculus 235 PEEDYGL-DEM--=-—-=——=——————— 244
D. rerio 237 PEEDYGL-DEM---=-=—=——————————— 246
D. melanogaster 234 PPEDFNMDDEL--—-—----——————-——— 244
C. elegans 222 PELSI---DEI-----———————————————— 229
S. pombe 226 PPEDIL--EGL----==————=—=—————— 234
S. cerevisiae 244 VHDDVESDDEI---—-=——-———————— 254
TBCC

H. sapiens 1 - MESVSCS——————————————————————— A 8
M. Musculus 1 - MEGVDCS-—==—==———————————————--— 7
G. gallus I e e e MEATGEE-—-——-—-—-———————— RRAPAA 13
D. rerio I e e e MAALGVE-———=——————————————————— 7
D. melanogaster 1 ——————————————————— MEGDAEN-——--——-—-——-—-———-——————————— 7
H. sapiens 9 AAVRTGDMESQRDLSLVPERLQRREQERQLEVERRKQKRQONQEVEKENSH 58
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8 MALADAAAGSPRDLSLVPERLQRREQERQIEVERRKQKRQDQEVEEEKSG
14 FVAALGPETGGTAAAALPERLQRREAERQRGVARQRELKEAQAVREEGSE
8 -MNVAQDDGETNTAVKVPESVLRRDQARLEEAERRRDVKQSQTVTEEKSD

8 ———————————- RKDQILERLNKRNKDRONYLDVKSELRSKETVQNEGVD

59 ———=-——- FFVATFARERAA--——-— VEELL----ERAES----VERLEEA
58 —————-—- FFAAAFARERAA--——-— VEELL----RGEAS----AERLEEA
64 ——————--— FFAAAFGREREA--——- VEALL----AAG-——--—-—— RPEEA
57 —====——-- FFTSTFNAEKTQ--—-—- LEEMISSCNDREKA----AKTLEEA
46 —————-——- YFYQTFSQKTMD----— IEQRLKDVQCGDGQPTDLARNFADI

88 ASRLQOGLQKLINDSVFFLAAYDLRQGQEALARLQAALAERRRGLQPKKRF
87 ANRLQGLRKLLNDSVLFLAAYDLRQGQAALAQLQAVLTERRQELQPKKRF
89 AARLQGLQKLLTESVRFLAPYEVRQGQEAVSRLOADLAARRHSCSPRR--
90 TVKFQQLOKFLNDSVRFLTQYEIRQAQESLQKLQSSITDKREEILPKKKE
83 TVEIQDLQRYLTASTMFLPDFKIKSCONILNTLTAVSDETRQRLLPKKKF

138 AFK-———————mm o oo mmmmmmmm oo TRGKDAA
137 AFK- === mmmm oo oo oo ARKKDAA
140 AFR-———————mm oo o mmmm oo SRNTSKQ
133 GFS——————mmmm o oo o oo oo GKKTVTK
148 SSTKVDAAPGIPPAVE------ STQDSPLPKKAE-GDL-GPSWVCGFSNL
147 GTAQVDAAP----- VA-————- SAAPSPPVTKEEEGAP-GASWACGFSNL
150 QQP-—=-=-=-=--~ TPIQQ------ QTADKPAPGSVGTVVV-DAADQCGFSNV
143 PRV--=-=-==--~- PPNKD--~-~~ TVDAKLSKVPEKLGSN----FTWTIANR
190 ESQVLEK--RASELHQRDVLLTELSNCTVRLY--------- GNPNTLRLT
185 ESQDLEK--RAEELHQRDVLLSDLTNCTVKLC--------- GNPNTLRLA
137 mmmmm oo SSPSAT---
185 DNQVLVR--QAEEIQQRDVLLSHLTHCKVRLY ===~~~ GCPSTLHIK
175 TNEHIVL--DSAKVNGQDITISKLNHCLVELQ--------- GHPGSVQVS

229 KAHSCKLLCGPVSTSVFLEDCSDCVLAVACQQLRIHSTKDTRIFLQVTSR
224 KARGCKVLCGPVTTSVFLEDCRDCVLAVACQQLRVHTTKDTRVFLQVTSR
224 NIRSCEIMCGPVSSSVEVDQCTDSTLVFPCQQLRTHNTTATRVYLHVTSR
214 RASKCTLLCGPIARSFFAENLEDCTLSIACQQLRLHSSRSIRIYMHVTCR

279 AIVEDCSGIQFAPYTWSYPEIDKDFESSGLDRSKNNWNDVDDEFNWLARDM
274 AIVEDCSGIQFAPYTWSYPGIDKDFQDSGLDRSKNNWDQVDDEFNWLARNV
274 AIIEDCQGVSFAPFTWTYPGILDHFKVAGLSPDRNNWTEVDDENWLAAGT
264 AIIEDCKSIEIGEYNYDYSKLEADYLASGLNKAQNNYTDVADENWLSPDV

329 ASPNWSILP--—--——-————————-— EEERNIQWD-————————————————
324 ASPNWSILP-—--—-—-———————— EEERDIQWD-————————————————
324 PSPNWIVIP---—--———-——--- ESERICSWDFVGTAAEQS———————-

1 ——mmmmmm oo MALSDEPAAGGPEEEA-——--——- EDETLAFG
1 —mmmm e MVLSNEPAASAAEEEV-——=-——- EDDALVRA
1 —mmmm e MAVGETDGAGSEESGSR——~~-—-~ EADVISRG
1 ——mmm e MEGACNGE-—---——---——- DAEVLAQA
1 ——mmmmmm oo MSNSVEECKDED-——-—-———--———--——- LPA

25 AALEAFGESAE--TRALLGRLREVHGGGAEREVALERFRVIMDKYQEQPH
25 SALEAFGESAE—TRALLRSLPAVHRERASREVAEERFRVIMDKYQEQPH
26 NILESFTESQE--VRALLGNLRTVYGDPVAQEVIVEKFIVIMDKYQEQPH
17 CVLSEFTESTE—TRALISSLPDIHHDTVSREATIEKFVVIMDRYQEQPH
16 NTLEHFTELQQ--VLEMIDNI--KSIAANTFEREFEQYAQVLSRYQEQPH

73 LLDPHLEWMMNLLLDIVQDQTSPAS-—--—---— LVHLAFKFLYIITKVRG
73 LLDPHLEWMMNSLLDLVQDETSLPD----—---— LVHLAFKFLYIITKVRG
74 LLDRHLEWMMNMLLDIIRDSGSPPV----———-— LFHLAFKFLYIITKVRG
65 LLDPHLEWMLNMLLEMIRSEKSPPL---—--—-— LVHLCFKFLYIISKVRG
62 LLDPHLEELLGKLLHKIRKPDLDTG---—---—-— ELHAAFKYLYIICKVRT
115 YKTFLRLFPHEVADVEPVLDLVTIQN-—-————-—--— PKDHEAWETRYMLLL
115 YKVFLRLFPHEVANVQPVLDMFTGON-—————---— PKDHETWETRYMLLL
116 YKLFLRLFPHEVTDLQPVLDMIVDON-—-—--—---— PKDCETWETRYMLLL
107 YKIFMQLFPHEVSDVQPVLDLLCRQD--—--—---— QKDTETWETRYILLL

Materiales y Métodos

57
63
56
45

87
86
88
89
82

137
136
136
139
132

147
146

149
142

189
184

184
174
228
223
142
223
213

278
273

273
263

328
323

323
313

346
341

350
355

24
24
25
16
15

72
72
73
64
61

114
114
115
106
103

155
155
156
147

95
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PPaRE DLUORE RUORE XDOXEm DOUORE DLUDORE DUORE

SoarE

PoaRET DoOREm DUORE

ShaRE

melanogaster

sapiens
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rerio
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sapiens
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rerio
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sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

sapiens
musculus
gallus
rerio
melanoga

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster

104

156
156
157
148
145

195
195
196
187
195

245
245
246
237
243

293
293
294
285
287

342
342
343
334
336

385
387
388
379
379

435
437
438
429
429

485
487
488
479
479

535
537
538
529
529

585
587
588
579
579

635
637
638
629
629

683
685
686
677

YKVLVKFMPHELSDLEFVLDLLGQQON-—-——-—-—-—— PKEFEQWETRYILLL

WLSVTCLIPFDFSRLDGNLLTQP---———===-— GQARMSIMDRILQIAE
WLSVTCLIPFDFSRLDGNLSTQT---—-————-—--— GETRVPTMDRILQIAE
WLSMICLIPFDLARFDGNILSEE--—-—-———-—-—--— GHTRMPTMDRILEIAK
WLSMTCLIPFDLSRLDGHLSTVP---————=—--— GTNRESTMDRILEVAK
WMSILVLNPFHMSRLDAYDTSTSAPTTNCSPVNHVQSKNTKMDRIFELIQ

SYLIVSDKARDAAAVLVSRFITRPDVKQSKMAEFLDWSLCNLARSSFQTM
SYLVVSDKARDAAAVLVSKFITRPDVKQRKMASFLDWSLCTLAHSSFQTI
CYLVVSDKARDAAAVLVSKFIVRPDVRQKRMADFLDWTLSMLSKSSFQSM
SFLRVSDKSRDAASVLVSKFVTRPDVKQKRLGDFLDWCLTTISQSSEMTM
LYVSSNDTCSSMAAFLAAKYFIRSDIKDLYLERFLDWIMEQHQADTLN—

QGVITMDGTLQALAQIFKHGKREDCLPYAATVLR-CLDGCRLPE-SNQTL
EGVITMDGMLQALAQIFKHGKREDCLPYANTVLQ-CLDGCRLPE-SSHTS
EGTVVMNGMLQALAQLFKHGKREDCLPYAATVLE-CLDNCKLSE-SNQMV
EGTVILDGALQSLAQLFKHGKRDDFLQYAPTVLE-CLNQKKIAE-SNQAT
----VKFGQLAAVAAILKHGKREDLLPYADKLLQ-WITSCQYKD-DNDFL

LRKLGVKLVQRLGLTFLKPKVAAWRYQRGCRSLAANLQLLTQGQSEQKP-
LRKLGVKLVQRLGLTFLKPKVATWRYQRGCRSLAANLKLCAPGKSDQKL -
LRKLGMKLVQRLGLTFVKPKVAKWRYQRGCRSLAANLQAQSSVMQSQKI -
LRKLGVKVVQRLGLTFLKPRLAKWRYQRGSRSLAVNLAQSSVTESVEAT -
KYKNYVKITIQRIGLVHLKPRIASWRYKRGTRSLATNLNQTTAAGGEPVV -

—-——-L--ILTEDDDEDD-DVPEGVERVIEQLLVGLKDKDTVVRWSAAKGI
—-——-LSDSLTSDGDEDY-DVPEGVETVIEQLLVGLKDKDTVVRWSAAKGI
----TVAANEAEDDEEY-DIPGEIENVVEQLLVGLKDKDTIVRWSAAKGI
----KPDLESVSQEEDY-DIPQEVENVIEQLLLGLKDKETIVRWSSAKGI
—-——-LEQSLEEGEEI---VVPDAIEEVIEELLQALRSGGNDIRWSAAKGL

GRMAGRLPRALADDVVGSVLDCEFSFQETDKAWHGGCLALAELGRRGLLLP
GRMAGRLPRELADDVVGSVLDCEFSFQETDKAWHGGCLALAELGRRGLLLP
GRITGRLPKELADDVVGSLLDCFSFQETDNAWHGGCLALAELGRRGLLLP
GRVTGRLPKELADDVVESVLDCFSFQETDNAWHGGCLALAELGRRGLLLP
GRVTNRLPKELADEVIGSVIDILNPLEPHEAWHGACLALAELAKRGLLLP

SRLVDVVAVILKALTYDEKRGACSVGTNVRDAACYVCWAFARAYEPQELK
SRLSEVVTVILKALTYDEKRGACSVGANVRDAACYVCWAFARAYEPQELT
SRISDVVPVILKALTYDEKRGSCSVGSNLRDAACYLSWAFARAYDPSELT
SRLSDVVPLILKALTYDEKRGACSLGSNVRDAGCYVCWAFARAYEPTELK
HRLEELVPLLMQOALFYDEMKGYMSVGQHIRDSACYMCWAFARAYNPDDVK

PFVTAISSALVIAAVFDRDINCRRAASAAFQENVGRQGTFPHGIDILTTA
PFVTAISSALVIAAVEFDRNVNCRRAASAAFQENVGRQGTFPHGIDILTTA
PFINQISSALVIAAVFDRDVNCRRAASAAFQENVGRQGTFPHGIDILTAA
PYVNQIASSLVIATVFDRNVTCRKAASAAFQENVGRQGTFPHGIDIITAA
PFVHKISSGLLTVAVFDREVNCRRAASAAFQESVGRLGNFPFGIEISTTT

DYFAVGNRSNCFLVISVFIAGFPEYTQPMIDHLVTMKISHWDGVIRELAA
DYFAVGNISNCFLIISVFIAGFQEYTKPMIDHLVSMKINHWDGAIRELSA
DYFAVGNRVNCYLTISVYIAGFPEYTQPMIDHLVNMKINHWDSVIRELST
DYFTVGNLNNCYLTISVYIAGFEEYTKPLIDHLVAMKINHWDGAIRELAT
DEFYSVGIRQNSYLNISDYIAQFEVYREPLINHLVQHKVSHWDSAIRELTA

RALHANLAQQAPEFSATQVFPRLLSMTLSPDLHMRHGSILACAEVAYALYK
KALENLTPQVPEYIAMHVEFPALLLMTQSPDLHTRHGAILACAEVTYALYK
KALENLTPRAPEYMANVVLPRLLPLSVGTDLHTRHGAILACAEITHALCK
KALANLTIQAPEYMANTVLPQLLPMATGMDLHSRHGAILACAEITHALYK
KALHKLSLWEPEYMAAVVLPQLLAKTDTIDINCRHGCVLAMGEITLTLRK

L--AAQENRPVTDHLDEQAVQGLKQIHQQLYDRQLYRGLGGQLMRQAVCV
L--ATQSNRLVTDYLDEKAVQSLKQIHQQLCDRHLYRGLGGELMRQAVCTI
L--AEENNRSITYYFNGKSLEGLKQIHQELCSRQLYRGLGGELMRPAVCT
L--AAQNNRSVTDLMSSDTIEGLKDIHQKLSDRKQYRGFGGELMRPAVCS
L--EEKSDPQVVYLSNQRVAEL-NELIITFLDKNFYRGMSGDLMKSCTSS

LIEKLSLSKMPFRGDTVIDGWQWLINDTLRHLALISSHSRQOMKDAAVSA
LIEKLSLSRMPFKGDATVEGWQWLINDTLRS LHLVSSHSRQQIKEVAVSA
LIEKLSLSKMPFKGDPITEGWQWLINDSLRSLPLASCAARQHVKESAVSA
LIEKLSLSKMPFKDEPVIAGWQWLIDDSLKNLHLFSSGVRRGIQDAAVSA

676YIKNCSLAKLQATP-ECLVSWQKVIDSCLIT---—-—— KSNAIRDGAVEA

Materiales y Métodos

194
194
195
186
194

244
244
245
236
242

292
292
293
284
286

341
341
342
333
335

384
386
387
378
378

434
436
437
428
428

484
486
487
478
478

534
536
537
528
528

584
586
587
578
578

634
636
637
628
628

682
684
685
676
675

732
734
735
726
717

96
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popaRE SHORE LDUDORE DUOERRE

SEaRE
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sapiens
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gallus
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sapiens
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sapiens
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melanogaster
sapiens
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sapiens
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sapiens
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sapiens
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rerio
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—
oy}
O
m

hhEaRE

OLPbaRE

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster
elegans

sapiens
musculus
gallus

rerio
melanogaster
elegans

733
735
736
7217
718

782
784
785
776
765

816
818
819
810
813

857
860
861
852
853

890
893
894
885
883

LAALCSEYYMKEPGEADPAIQEELITQYLAELRNP-EEMTRCGEFSLALGA
LTALCSEYYVKEPGEAGSSIAKELIPQYLAELQSP-EEMARCGEFSSALGA
LSALCNEYYINENGEADPALQGELVTQYISELQST-EQMIRCGFSLALGA
LAALCWQYYQVEPGVADVKMQEELVSQYLSALQSP-EVLTRCGCALALGS
FGELCTTYYCSDS--R-HGENEAIINTYLTGADNDLEEHIRMGYIAALGV

LPGFLLKGRLQQVLTGLRAVTHTS-PED-———--—-—-—————-—-—— VSFAESR
LPGFLLRGHLQQVLSGLRRVTCIS-PND-—-—---—-—-—————-—-—— VSFAEAR
LPRFLLKGRLQQVLEGLRKVTLIT-PRD--—----—-————-—-—— VSFAESR
LPPFMIHNKLQQILSGLQATCRVA-QKG-————-—-——————-——— ESLTEAR
LPSFMIRCHLQAILDSLVKHSLT--PLQAVLVGEMGDRENIQAYRWSEAR

RDGLKAIARICQTVG-—-———--— VKA-GAPDE-AVCGENVSQIYCALLGCM
RDGLKAISRICQTVG-—-———--— VNTRGPPDE-VICKENISEVYAALLGCM
RDALIAIAEICQTVG--———--- VKGEGSQEE-YICKDNVAQIYATLLNCV
RDAATAMSQVCVAVG-—-———--— VCAQGRSDQ-VLCEDNIRPVYEALLGCM
TQSVLALTKLVKTVGYGGGIDSFAEPKNENK-VI-—-———----— ECLLRAL

DDYTTDSRGDVGTWVRKAAMTSLMDLTLLLARS-—=——====————==——
SDYTTDSRGDVGAWVREAAMTSLMDLMLLLART - —-————==—————==—=——
TDYTTDSRGDVGGWVREAAMTSLMKVTLLLVON--—-————-—-—-—————-———
NDYSTDSRGDVGAWVRAAAMSSLMDVTLLVVAS————-—-—-——————-—-————
QEYTLDNRGDIGAWVREAAMSSLYE---IVITC---=-——————-—=——————

—————————— QPELIEAHTCERIMCCVAQQASEKIDRFRAHAASVFLTLL
—————————— EPVLIEAHICERVMCCVAQQASEKIDRFRAHAARVFLTLL
—————————— EAELINANICKQIMCWLAQQSAEKIDKFRAHAGSVFLTLL
—————————— APELLSSDLVLRMMCCLAQQAAEKIDRYRAHAGTVFLRLL
—————————— PPDLLAPEQVHEIVVGFMQQAVEKIDRTRGLGGRLCCQLT

HFDSPPIPHVPHRGELEKLFPRSDVASVNWSAPSQAFPRITQLLGLPTYR
HFDSPPIPHVPHROQELESLFPRSDVATVNWNAPSQAFPLITQLLGLPTYR
HFDSPPVPHIPHREELERIFPRSEAETLNWNAASEAFPRITQLLALPAYQ
HGTDPAVPHIPHHEELLSIFPPETGNSLNWNAASQAFPHITQLLRLPQYQ
HHQ-PRIPYIREHSKLLEIFPA-DADSVLWLFADHTFPLFCELLSLPDYS
YHVLLGLVVSLGGLTESTIRHSTQSLFEYMKGIQSDPQALGS———--— FSG
YHVLLGLAVSVGGLTESTVRHSTQSLFEYMKGIQKDAQVLOS———-— FSE
YYVLLGLSVSVGGLTETT----=-—————-—-—— GVCAPPDNAGP----- NAG
YHTLLGLCVSVGGLTESTVRFSSQSLFDYLKGIQQDFTMLQQ--——-— FGD
KRVLLGLSASIGQLTESLIKYASSALFHFLR---SNPETVPR----- LCS

5 TLLQIFEDNLLNERVSVP-LLKTLDHVLTHGCFDIFT---TEEDH--PFA
8 TLLKVFEDNLLNDRVSVS-LLKMLDQLLANGCFDIFT---AEENH--PFC

0 TLLRIFRDNLRNDRVSVP-LLKMVDQILANGCFDLFT---RQESH--PFC
3 EVVQIFEEHLLNERVTYP-LLSFLDILIGSGTVESVL---HDEAN--PFA

9 VKLLALCKKEIKNSKDIQKLLSGIAV-=—=—-=——=———————————————
2 VKLLTLCKEEIKKSKDIQKLRSSIAV-=———=———=——=—————————————
4 VELLSLCKEEIKKSKDVQKLLSCIAV-—-—————————————————————
7 EDIFRLLNLEVKGYKKLYKTATSISA--——————————————————————

5 —m——mmmmm FCEMVQFPGDVRRQALLQLCLLLCHRFPLIRKTTAS
8 ——m—— LCGMVQEFNGDVRKKILLOQLFLLLGHPFPVIRKSTAS

0 - FCGLVQFPGDVRKKVLVQLLMLLCHPFPLIRKTTAS
3 FCQLLQVP-RLSKRILSKLSVFLGLQHVHVRKTAAT

----MSDTLTADVIGRRVEVNGEH---ATVRFAGVVPPVAGP-WLGVEWD
—-——-MSDILPLDVIGRRVEVNGEY---ATVRFCGAVPPVAGL-WLGVEWD
—-—-—--MAAGVPADALGRRVLCGTEY---GTVRYVGSVSPTAGV-WLGVEWD
1 - MLDEAVGRRVCCDGER---GTVRYVGPVPPTAGV-WLGVEWD
1 MVGIIDEVQLFYPLGTRIKIGDNY---GTVRYVGEVSGHMGS-WLGIEWD

=

1l - MEIGQRVRINFEV---ATVRYIGEVDGYGSQRWVGLEWD
43 NPERGKHDGSHEGTVYFKC--RHPTGGSFIRPNK-VNFGTDFLTAIKNRY
43 NPERGKHDGSHEGTMYFKC--RHPTGGSFVRPSK-VNFGDDFLTALKKRY
43 DPQRGKHDGTYEGKQYFKC--RHPRGGSFIRPNK-ANFGVDFLTAVKGRY
39 HPERGKHDGSHDGVRYFTC--RHPTGGSFVRPQK-ASFGVDYVTALKQRY
47 DGLRGKHNGIVDGKRYFQT--QTPTGGSFIRPGK-VGPCATLEDAARERY
37 DPTRGKHDGIVRGKRYFQT--RHPNGGSLMKHEI-VPKPTDLLFEIKDRY

Materiales y Métodos

781
783
784
775
764

815
817
818
809
812

856
859
860
851
852

889
892
893
884
882

929
932
933
924
922

979
982
983
974
970
1024
1027
1015
1019
1012

1068
1071
1018
1063
1056

1094
1097

1089
1082

1130
1133
1019
1125
1189

42
42
42
38
46

89
89
89
85
93
83

97
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Materiales y Métodos

Tabla M-4: Haplotipos seleccionados utilizando el HapMap y esquema de cada gen de TBCs con la
ubicacion de sus respectivos SNPs (tesis Valiente, 2009).

Tagain SNPs / Gen Ar:

S\P; 15060163

Posicion gendmica: | Chrll: 64343374 Alelos: AT
Funcién genomica: | lntrdn Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: Arl) Cambio Aminoacido: NA
Secuencia:  AGGGGCACCTGGGCTCTCTGTCCAGT|A T CCATGCCAGIGCTGCCCCTTAGTGA

SNPs Coalficantes / Gen Ar2:

SNP: 15664226

Posicion genomica: | Chrll; 64545770 Alelos: C/T

Funcion gendmica; Missense Posicion Proteina; 4]
Gen-Proteina: At (Cambio Aminodcido: Val [V]/ Ala[A]
Secuencia:  ACCATCAGCACCTTTGTCCTCCCAGG(C/T|CCTGGAGCTGGACTCCATCCGCAGC

Taggin SNPs / Gen TBCA:

SN\P: 15458349

Posicion genémica: Chr5: 77088500 Alelos: A/G
Funcién genémica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCA Cambio Aminodcido: NA
Secuencia: ttctttaagagttcgagtcattaaaa ccttctctagaccttttettggtac

Posicion genémica: Chr5: 77083229 Alelos: C/G
Funcioén genomica: Intron Posicién Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCA Cambio Aminoacido: NA
Secuencia: CCACCAAATCTTAATTTTGTCCCATA CACitgtaaccgeccaaggggticac
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Materiales y Métodos

Secuencia:

Posicién gendmica: Chr5: 77075013 Alelos: C/G

Funcion genomica: Intron Posicion Proteina: NA

Gen-Proteina: TBCA Cambio Aminoacido: NA
AAATGGAGAGGAAGTTAGAGAAAGCT|C/GIGAAGAGTCATCAGACTACAATGCAG

Posicién genomica: Chr5: 77074801 Alelos: GLT

Funcién genémica:

Intron

Posicion Proteina:

NA

Gen-Proteina:

TBCA

Cambio Aminogcido:

NA

Secuencia:

TTACTACCTTACTAATGGATAGCATA]!

AGCGGTTAGAGGTATGGACTAAGAT

Posicion gendmica: Chr5: 77073428 Alelos: A/G
Funcion genémica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCA Cambio Aminoécido: NA
Secuencia:  TACCCTGAGCTACTCTGAATATCCCA|A/GITCAGAGTACTCTCTCTAATATTTGA

SNP Codificante / Gen TBCA:

Posicién genémica: Chr5: 77039855 Alelos: G/T
Funcién genémica: Nonsense Posicién Proteina: 43
Gen-Proteina: TBCA Cambio Aminodcido: Glu [E]/ OCH [X]

Secuencia:

AGAAAAGATTGAAAAAATGAGAGCTI!

I'JAAGACGGTGAAAATTATGACATTAA

Taqgin SNPs / Gen TBCB:

Posicion genémica: Chr19: 41301630 Alelos: A/G
Funcién genémica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: NA

Secuencia:

CCCCTCTGGCTGTGTGTGGGGAACAG!

TGGTGGAGGACAGGAAGAGTAGGGA

Posicion genomica: Chrl9: 41303124 Alelos: A/G
Funcion genomica: Intron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: NA
Secuencia: GTCCCAGAGGCCCATCGAGGAGATGC|A/GICTGTGCACAGGGCTGTGGGCAAGGC
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SNPs Codificantes / Gen TBCB:

Materiales y Métodos

Posicion genémica: Chr19: 41304297 Alelos: A/C

Funcion genomica: Missense Posicion Proteina; 128
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: Ser [A]/ Arg [R]
Secuencia:  ACGGTCCGCTCTTTCCTGAAGCGCAG|A/CIAAGCTCGGCCGGTACAACGAGGAGG

Posicion gendmica: Chr19: 41304365 Alelos: AlG

Funcion genomica; Missense Posicion Proteina: 151
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: Glu [E]/ Gly [G]
Secuencia:  GGCCGAGGCCGCCCAGCGCCTGGCCG|A/GIGGAGAAGGCCCAGGCCAGCTCCATC

Posicion genomica:

Chrl9: 41304393-4

Alelos:

[C

Funcién gendmica:

Frameshifi

Posicion Proteina:

160

Gen-Proteina:

TBCB

Cambio Aminodcido:

Pro [P]/ [P]

Secuencia:

AGAAGGCCCAGGCCAGCTCCATCCCCY-

\GTGGGCAGCCGCTGTGAGGTGCGGG

Posicion genomica:

Chrl9: 41304449

Alelos:

AT

Funcién genomica:

Missense

Posicion Proteina:

179

Gen-Proteina:

TBCB

Cambio Aminodcido:

Val [V]/ Asp [D]

Secuencia:

GGACAATCCCCTCGCCGGGGCACCG! A

ICATGTATGTAGGTCTCACAGATTTC

Posicion genomica: Chr19: 41308244 Alelos: AlC

Funcién gendmica: Missense Posicion Proteina: 200
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: Pro [P]/ GIn [Q]
Secuencia:  TGGATTGGTGTCCGCTATGATGAGC|A/CJACTGGGGAAAAATGATGGCAGTGTG

SNP: 151801989

Posicion genomica: Chr19: 41308493 Alelos: CIT

Funcion genomica: Missense Posicion Proteina: 235
Gen-Proteina: TBCB Cambio Aminodcido: Pro[P]/ Leu[L]
Secuencia:  GCAGTCGTGACGGTGGGGGACTTCC|C/TIGGAGGAGGACTACGGGTTGGACGAG
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Taqqin SNPs/ Gen TBCD:

Materiales y Métodos

Posicién gendmica: Chr17: 78368158 Alelos: G/T
Funcion genomica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCD Cambio Aminoacido: NA

Secuencia:

{gtatgtettettiggagaaatgtet]!

ltcaagltctitacicatitaaaaa

Chrl7: 78384385

Alelos:

AlG

Posicidn genomica:
Funcion genémica: Intron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCD Cambio Aminodcido: NA

Secuencia:

CACAGAGCGTGGGCTGGCCACCGTCT

CTTGCTCCTACCTGCTGGCTGGGAG

Chr17: 78417658

Alelos:

G/T

Posicién gendmica:

Funcién gendmica: [ntron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCD Cambio Aminodcido: NA
Secuencia: TAGGACTCCCGGGGATGCCGTCAGCA|G/TICCAGGCCTTGGCAGCTGCCGCTTCA

Posicion genémica: Chr17: 78427736 Alelos: A/G
Funcién genomica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: 1BCD Cambio Aminodcido: NA

Secuencia:

TATTTATTTCTCGATGAGCCAGTTTT

| TTCTGAGAATGAGAAAATAGAGCCG

Posicion genomica: Chrl7: 78431877 Alelos: A/G
Funcion genomica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCD Cambio Aminodcido: NA
Secuencia: GGGTCCCTACCGCAGGCTCCCCACAC|A/GIGTGACACCTGTCTGTCCGTCCGTCT

Chrl7: 78432504

Alelos:

A/G

Posicion genémica:
Funcion genomica: Intrén Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCD Cambio Aminodcido: NA

Secuencia:

GATCCGTGGTTGTTAGTAATTAAACC

IAGTAAACGGTAGCTCATTCGGTCAG
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Materiales y Métodos

Posicion genomica: Chrl7: 78480352 Alelos: CI/T
Funcion genomica: Missense Posicion Proteina: 923
Gen-Proteina: 1BCD Cambio Aminodcido: Ser[S]/ Asn [N]

Secuencia:

CAAAGTGCAGGAGCGTCAGGAACACG

TGGCGGCGTGAGCACGGAAACGGTC

Posicion genomica: Chrl7: 78480412 Alelos: G/T

Funcién genomica: Missense Posicion Proteina: 943
Gen-Proteina: IBCD Cambio Aminodcido: Gly [G]/ Val [V]
Secuencia:  TCCCATCCCCCACGTGCCCCACCGAG AGAACTGGAAAAGCTGTTTCCCAGG

Posicion gendmica: Chrl7: 78488437 Alelos: C/T

Funcion genomica: Missense Posicion Proteina: 1065
Gen-Proteina: IBCD Cambio Aminodcido: His [H]/ Tvr [Y]
Secuencia:  TCGACATCTTCACCACGGAGGAGGAC|CTIACCCCTTTGCTGTGAAGTTGCTTGC

SNP: 516832011

Posicion genémica: Chrl: 233660696 Alelos: C/T

Funcion gendmica: Missense Posicion Proteina: 205
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminodcido: Val [V]/Ala[A]
Secuencia:  TTCAGTATTAACTGGAACGCTTTCTG|C/TIACTGAAGGTTTTAGTCCTCAATCAA

SNP: 1835579976

Posicién gendmica: Chrl: 233667294 Alelos: C/G
Funcién genémica: Missense Posicion Proteina: 333
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminodcido: Ser [S]/ Thr [T]
Secuencia:  TTTCAATGAGCTAGAGAAGTTACCAA|C/GITCTACGGGCTTTGTCCTGCCTAAGA
Posicién genémica: Chrl: 233668816 Alelos: A/G
Funcion gendmica: Missense Posicion Proteina: 409
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminodcido: Glu [E]/ Gly [G]
Secuencia:  GGATCCGGAAAAAAACAGACTCAGCG|A/GJAGAATTCCTCACAGCCCATCCCAGA
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Taqqin SNPs / Gen TBCE:

Posicion gendmica:

Chrl: 233605643

AlG

Alelos:

Materiales y Métodos

Funcion genémica:

Intrén

Posicion Proteina:

NA

(sen-Proteina:

TBCE

Cambio Aminodcido:

NA

Secuencia:

TTCACGGAAGATCATGGTATCAAGAA| A/

\GACATTATTAGAAACGTTCAGAGAC

osicion genomica;

P Chrl: 233599000 Alelos: /\ / G

Funcion genomica:

Intrén

Posicion Proteina:

Gen-Proteina:

TBCE

Cambio Aminodcido:

T\A

Secuencia:

tatcaccttcacttgttcaagttac| A

'[ttgtetegtacttgaattactgcag

SNP: 84639821

Posicion gendmica: Chrl: 233607439 Alelos: CIT
Funcion genomica: Intron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminodcido: NA
Secuencia:  agccTAATGTTATTGTTTTTACAAAAIC/TIATTTGAGGAGCTGATTGAGAGGACC

Posicion genomica; Chrl: 233647005 Alelos: AlG
Funcion gendmica: Infron Posicion Proteina; NA
Gen-Proteina; TBCE Cambio Aminodcido: NA

Secuencia:  TCTACTTTAAGCCATTGTCTTATCTC|A/GITCAATAAAATCCAGCTGACCAGCTT
Posicion gendmica; Chrl: 233660873 Alelos: A/G
Funcion gendmica: Intron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminoacido: NA

Secuencia:

TAAATCATCCCAGTATCTATTAATAG|A/

1| TAACAAGATTCATTAAAGTGCCTTA

~

Posicién genomica; Chrl: 233677716 Alelos: AlG
Funcion genomica: Intron Posicion Proteina: NA
Gen-Proteina: TBCE Cambio Aminodcido: NA
Secuencia:  GTTTATTCAGATTAAGAAAGAAATAC|A/GICTACTGAAATGGTATGAAACTCACT
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La seleccion de los 24 tagSNIPs que se incluyeron en el Chip para realizar los
estudios de haplotipos, se realizé utilizando el mapa de haplotipos desarrollado por el
proyecto internacional HapMap que contiene las variaciones comunes de las secuencias
humanas con el fin de guiar estudios genéticos en contextos de salud y enfermedad
(Internacional HapMap Consortion, 2003, 2005 y 2007). Utilizando los criterios de
Tagger Poblacion CEU, Algoritmo Multimaker, RS cut off 0.8/MAF cut off 0.2, se
seleccionaron los tagSNP que caracterizaban por completo a los genes de los TBCs
quedando cubierta el 95 % de la variabilidad genética. De esta manera en un futuro,
podriamos asociar un fenotipo patolégico a un haplotipo especifico y estudiar la
mutacién producida en el coding SNP para uno de los TBCs. (Tabla M-4).

196560 165

VTR T———

19664226

n 1802160
n4ngl4s
n10874282

TBCA

104813 rs 352068

s 11545001

131801985

TBCB

32881971
" A2978072 nI20M n2204020

TBCC s——

Mt nTTAZI®

1312745648 s BT n1632019
nIesaen

18204

114009821 n2291088 ne429094

nosee72

Fig.M-7: Haplotipos seleccionados utilizando el HapMap y esquema de cada gen de TBCs con la
ubicacion de los tagSNPS (amarillo) y SNPs codificantes (rojo) elegidos a lo largo del los genes de los
cofactores (tesis Valiente, 2009).
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Tagging SNPs (total 27): (i) Arl2: rs660165; (ii) TBCA: rs352568, rs164813, rs16874582, rs254422,
rs254387 (iii) TBCB: rs10425700, rs2239510. (iv) TBCD: rs1127986, rs10163502, rs9303014,
rs2263123, rs2380172, rs12453162, rs3785522, rs8067926, rs12945629, rs8073471, rs8072584,
rs3785514, (v) TBCE: rs12745648, rs2153204, rs2291688, rs6656673, rs4659821, rs6429094. (vi)
TBCC: no hay tagging SNPs

SNPs codificantes (total 21): (i) Arl2: rs664226, (ii) TBCA: rs1802165, (iii) TBCB: rs11545599,
rs1046975, rs11545601, rs1803271, rs1801990, rs1801989, (iv) TBCD: rs11550062, rs2292971,
rs34791072, rs11550064, rs3214033, rs8072406, rs11550066, rs12450314, rs3785522, rs2292969, (v)
TBCE: rs16832611, rs35579976, rs16832619 (vi) TBCC: rs12170572, rs2234028, rs2234027, rs7742995,
rs2234025

Como resultado del proceso anterior, se disefiaron placas de Chips con 348
puntos que permitian genotipar hasta 48 SNPs simultineamente en una muestra. A
continuacidn, el CeGen llevo a cabo la técnica de SNPlex (Applied Biosystems) que
consiste en la utilizacion de dos oligonucle6tidos con el nucleétido del SNP en el
extremo 3" y un tercer oligonucledtido comun que se une a la region adyacente al SNP,
para poder diferenciar los dos alelos de un SNP mediante una ligacion especifica de
alelo. Los productos de la ligacion fueron amplificados mediante PCR multiplex que
emplea como cebadores las secuencias universales presentes en los oligonucle6tidos.
Los amplicones obtenidos, fueron hibridados con una mezcla de sondas fluorescentes
(sondas ZipChute), complementarias a las secuencias ZipCode. Para la lectura e
interpretacion de los datos, se utilizd6 un analizador de ADN 3730xl (Applied

Biosystems) y el software GeneMapper 3.5.
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VI RESULTADOS
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V1.1 Estudios Bioguimicos:

VI.1.1 Estudio de la expreion de proteinas mediante Western blot:

En primer lugar, para poder confirmar la presencia de TBCD y TBCE en los
gametos humanos, se llevaron a cabo estudios bioguimicos, en concreto western blot en
geles de poliacrilamida al 7,5%. Para ello, se utilizaron espermatozoides de eyaculado,
ovocitos y células Hek293T como control positivo.

Para poder obtener una concentracion de proteinas totales adecuada para realizar
cada western blot se tuvieron que utilizar un nimero elevado de ovocitos entre 200 y
300 y debido a la dificultad en el tiempo necesaria para la recogida de este nimero
elevado de células, decidimos realizar los Western blot con un pool de gametos
femeninos en el que se incluyeron todos los ovocitos obtenidos independientemente de

su estadio de maduracién (PI, M1y MII).

Mediante esta técnica también se valord la presencia de o y B tubulina con la

ayuda de anticuerpos comerciales especificos para cada una de estas dos proteinas.

Los resultados obtenidos al realizar los western blot (Fig.R-1A y 1B), muestran
la presencia de o y [ tubulina tanto en las células Hek293T como en los
espermatozoides. Se detecta una Unica banda de 50 kD en los dos tipos celulares, que se
corresponde con el peso molecular de la tubulina. El tamafio de las bandas de [3-
tubulina es similar entre las células control y los espermatozoides, mientras que el
tamafio de la banda correspondiente a a-tubulina es menor en las células Hek293T que

en los espermatozoides.

En el caso de los ovocitos (Fig.R-1A y 1B), no se detecta la presencia ni de a- ni
B-tubulina. Al analizar estos resultados, queda descartado un posible artefacto en base a
la existencia de una sefial razonablemente intensa en las calles correspondientes a los
extractos de proteinas obtenidos de los espermatozoides y célula Hek293T. De la misma
manera que queda descartado un artefacto en la extraccion de proteina total (0 escasa
concentracion de la misma) porque la cantidad de proteina total fue cuantificada al
mismo tiempo y con los mismos reactivos que en los extractos obtenidos de los
espermatozoides y células control mediante el test de Bradford, y ademéas esa misma

cantidad de proteina resulta suficiente para observar una sefial en las inmunodetecciones
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de TBCD y TBCE, que a su vez descarta un artefacto de carga en los geles de SDS-
PAGE.

La unica hipdtesis artefactual que podria explicar este fendmeno, aunque
bastante improbable porgue son policlonales, es que ambos anticuerpos anti-a y anti-f-
tubulina reconozcan como epitopo aminoéacidos claves en la modificaciones
postransduccionales que ocurren en estas células, por ejemplo acetilaciones o
glutamilaciones (mas probables en la a-tubulina). Una vez desechadas las posibilidad de
un artefacto, concluimos que el hecho de que no hayamos detectado la presencia de a y
B- tubulina en ovocitos probablemente se deba a que la concentracion de estas proteinas
con respecto a la concentracion de proteina total es tan pequefia que posiblemente la
técnica de SDS-PAGE seguida de western blot no tenga la suficiente sensibilidad para

detectar estas cantidades.

v DEI
atubulina - - -
Btubulina - -amm» | B
TBCE — ol e c
TBCD e . =

Fig.R-1: Deteccién de TBCD, TBCE, a- y - tubulina mediante técnicas de western blot con anticuerpos
especificos. A. Western blot realizado con anticuerpo policlonal de ratén contra o - tubulina,
observandose una Unica banda de 50KD en los extractos de proteinas obtenidos de espermatozoides y en
las células humana Hek 293T tratadas de manera similar. B. Western blot realizado en la misma
membrana utilizando anticuerpos de raton contra p-tubulina. C. Western blot realizado con anticuerpos
especificos contra TBCE donde se observa una banda de 60 KDa tanto en las células Hek 293T como en
los ovocitos y en los espermatozoides que se corresponde con TBCE. D. Western blot realizado con
anticuerpos especificos contra TBCD donde se observa una banda de 120 KDa en los tres tipos celulares
que se corresponde con TBCD.
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Una vez confirmada la presencia de a- y B- tubulina, el siguiente paso fue
determinar la presencia de TBCE Y TBCD en los espermatozoides, ovocitos y células
Hek293T y para ello llevamos a cabo western blot con anticuerpos primarios contra
TBCD y TBCE.

Al analizar los resultados obtenidos (Fig. 1-R) se observa la presencia de una
Unica banda de unos 60 KDa que se corresponde con el peso molecular de TBCE en los
extractos de proteina obtenidos de los tres tipos celulares, siendo la banda mayor en los

espermatozoides, luego en los ovocitos y por dltimo en las células Hek293T.

En cuanto a TBCD, su presencia es confirmada con la aparicion de una Unica
banda de 132 KDa correspondiente con su peso molecular tanto en células Hek293T
como en espermatozoides y ovocitos. La intensidad de la banda obtenida en los
espermatozoides y en los ovocitos fue mayor que en las células Hek293T, lo que indica
que la concentracion de TBCD en los gametos humanos es mayor que en las células
control. La ligera diferencia de intensidad que se observo en la banda de TBCD entre
los ovocitos y los espermatozoides, podria indicar que los niveles de TBCD son

mayores en los espermatozoides que en los ovocitos.

Por lo tanto y en base a estos resultados, no s6lo confirman la presencia de
TBCE y TBCD en los gametos humanos si no que también podemos corroborar que su

concentracion es mayor gue en las células somaticas.

VI.1.2 Estudio de la expresion del ARNm mediante RT-PCR:

Para valorar la presencia de los ARNm de TBCD y TBCE en gametos humanos
se realizaron RT-PCRs en espermatozoides, ovocitos en los tres estadios de maduracion
(P1, M1 y MII) y tejido de cortex cerebral humano como control positivo. Los genes de
B-tubulia y B-actina fueron utilizados como genes de expresion constitutivos (del
termino inglés “housekeeping genes”) y de acuerdo a los cebadores que se eligieron
para analizar el ARNm de cada TBC, los tamafios de los amplicones esperados serian
167 pb para TBCA, 329 pb para TBCB, 240 pb para TBCC, 400 pb para TBCD y 406
pb para TBCE.
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TBCA TBCB TBCC TBCD TBCE B-Tub B-Act
(167bp) (329bp) (240bp) (400bp) (406bp) (350bp) (362bp)

Ctx Ctx Ctx

Sp Sp Sp Sp Citx Sp Ctx Sp Citx Sp Ctx

bp

Fig.R-2: Deteccion de la presencia de los ARNm para los TBCs, - tubulina y -actina mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% utilizando bromuro de etidio como marcador de los ADNc
ampliados por RT-PCR en espermatozoides y cortex cerebral. Tanto los ARNm de S-tubulina (350pb) y
pB-actina (362 pb) estan presentes en los dos tipos celulares. También se observa la presencia de las
bandas de 167 pb correspondiente a TBCA, de 329 pb correspondiente a TBCB, de 240 pb
correspondiente a TBCC en los espermatozoides y en el cortex cerebral. Por otro lado, las bandas de 400
pb correspondiente a TBCD y la banda de 406 pb correspondiente a TBCE no estan presenten en los
espermatozoides y si se observan en el cortex cerebral. (Estos experimentos fueron realizados en
colaboracion con el Dr. Agirregoitia de la Universidad del Pais Vasco).

Los resultados obtenidos en espermatozoides, muestran por un lado la presencia
de los ARNm de TBCA, TBCB y TBCC al detectarse las bandas de los amplicones de
167 pb, 329 pb y 240 pb respectivamente (Fig. R-2) y por otro lado, la ausencia de los
ARNmM para TBCD y TBCE al no detertarse la banda del amplicon de 400 pb
correspondiente a TBCD y la banda del amplicon 406 pb correspondiente a TBCE
(Fig.R-3). En cambio todas las bandas correspondientes a los cinco TBCs si estan
presentes en el cortex cerebral (Fig. R-2).
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TBCA TBCB TBCC
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Fig.R-3: Deteccidn de la presencia de los ARNm para los TBCs, p-tubulina y f-actina mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% utilizando bromuro de etidio como marcador de los ADNc
amplificados por RT-PCR en los tres estadios madurativos de los ovocitos (P, Ml y MII) y cortex
cerebral. En todos los estadios ovocitario se detectan las bandas de 167 pb correspondiente al ARNm de
TBCA, de 329 pb correspondiente al ARNm de TBCB, de 240 pb correspondiente al ARNm de TBCC, de
400pb correspondiente al ARNm de TBCD y de 406 correspondiente al ARNm de TBCE. Todas estas
bandas también estan presentes en el cortex cerebral. La presencia del ARNm de S-actina (362 pb) se
detecta tanto en los tres estadios madurativos de los ovocitos (P1, Ml y MII) como en el cortex cerebral
mientras que la banda de 350 pb correspondiente al ARNm de la f-tubulina se observa en el cértex
cerebral y esta ausente en los ovocitos. (Estos experimentos fueron realizados en colaboracion con el Dr.
Agirregoitia de la Universidad del Pais Vasco).

En el caso de los ovocitos humanos, hemos comprobado la presencia de los
ARNM para los cinco TBCs en todos los estadios madurativos (Pl, Ml y MII) mediante
la presencia de las bandas de los amplicones de 167 pb, 329 pb, 240 pb,400 pb y 406
pb correspondientes a TBCA, TBCB, TBCC, TBCD y TBCE respectivamente (Fig. R-
3). Los ARNm de los cinco TBCs también se detectan en el cortex cerebral. En cuanto a
los genes utilizados como housekeeping, tanto B-tubulina como B-actina (Fig.R-2), se
expresan en espermatozoides y en el cortex cerebral. Mientras que al contrario de lo que
cabria esperar, los ARNm de B-tubulina no se detectan en ovocitos en ninguno de los
estadios de maduracion (Fig. R-3).
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V1.2 Localizacion de TBCD en tejido testicular:

Debido a que los MTs y los TBCs juegan un papel importante durante la
espermatogénesis, para determinar la localizacion subcelular de TBCD y TBCE en
testiculos humanos, solicitamos a los pacientes de la URA que se iban a someter a una
biopsia testicular como parte de los tratamientos de reproduccion que nos donaran un

fragmento de tejido testicular para poder realizar este parte del estudio.

V1.2.1 Microscopia electronica:

Los fragmentos de testiculo que utilizamos para realizar los estudios de
microscopia electronica procedian de pacientes que se habian sometido a una
vasectomia previa y para confirmar que el tejido testicular no habia sido dafiado por este
procedimiento con el paso de los afios, los fragmentos fueron fijados, deshidratados en
acetonas e incluidos en Araldita (Fluka) para posteriormente realizar cortes ultrafinos
que serian estudiados al microscopio electronico para valorar la conservacion del tejido

testicular obtenido.

Al observar los cortes de tejido al microscopio electronico se pudo comprobar
que el tejido testicular estaba bien conservado tal y como muestran las fotografias que
se muestran a continuacion donde se puede observar imagenes de diferentes etapas del
proceso de espermatogénesis humana. Por un lado, se puede apreciar las primeras etapas
de la espermiogénesis con la presencia de espermatidas inmaduras (Fig.R-4) donde se
aprecia un nucleo redondo cuya membrana nuclear estd en contacto con el acrosoma en
formacion. Y tal como se describio en la introduccion, el AG se encuentra localizado

préximo al ndcleo y al acrosoma en formacién ya que esta involucrado en este proceso.
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Fig.R-4: Micrografia electronica donde se observa una espermatida en fase temprana de formacion del
capuchén acrosémico (flechas) mostrando en su interior el granulo acrosémico (asterisco) y el aparato
de Golgi proximo (G) a el nucleo.

A medida que la espermiogénesis progresa, las cabezas y los ndcleos de las
espermatidas se van elongando y el material genético empieza a condensarse. También
tiene lugar la formacién del manchette, estructura de MTs que podria estar involucrada

en los procesos de elongacion de la cabeza del espermatozoide (Fig.R-5).
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Fig.R-5: Ay B. Micrografias electronicas de secciones oblicuas de espermétidas alargadas en las que se
observa una progresiva condensacion del material nuclear asi como la agrupacién de MTs constituyendo
el “manchette” (cabezas de flecha) dispuestos en posicidn caudal con respecto al acrosoma.
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Y por ultimo en la figura R-6, se puede observar un espermatozoide maduro con
la cabeza elongada y el acrosoma totalmente desarrollado y dispuesto en forma de
capuchoén alrededor de la parte apical del ndcleo de esta célula. En la region caudal del
nucleo, aparece el proximal, a partir del cual se originara parte del centrosoma que dara

origen al huso mitdtico que dirigira de la primera division del embrion.

Fig.R-6.: Micrografia electrénica donde se observa una seccién perteneciente a la cabeza de un
espermatozoide maduro en el que se aprecia una hipercondensacion del material nuclear, el acrosoma
totalmente desarrollado y el proximal en la region caudal del ndcleo (Al).
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V1.2.2 Técnicas de Inmumomicroscopia electronica

Una vez comprobado que el tejido testicular estaba en perfectas condiciones, se
realizaron técnicas de inmumomicroscopia utilizando como anticuerpo primario anti
TBCD y como secundario un anticuerpo conjugado con oro coloidal y se observa la
presencia de TBCD en la zona del centrosoma siendo mayor su concentracion en el

distal que en el proximal (Fig.R-7).

Fig.R-7: Andlisis mediante inmunoelectrénica de la presencia de TBCD en tejido testicular en una
espermétida durante el proceso de espermiogénesis. Los circulos representan las zonas donde se detecto
la presencia de las particulas de oro coloidal en el centriolo.
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En el caso de TBCE, el estudio que realizamos en tejido testicular humano no
aport6 resultados, nos gustaria afiadir que los experimentos realizados (tesis Carranza,
2010) con testiculos de raton detectaron la presencia de TBCE asociado a los dobletes
periféricos en el axonema flagelar y parece ldgico pensar que en humanos podria ocurrir
algo similar (Fig.R-8).

Fig.R-8: Andlisis mediante inmunoelectrénica de la presencia de TBCE en tejido testicular de raton.
Seccion transversal del flagelo de un espermatozoide (40.000X) donde se detecta la presencia de TBCE
(flecha) en los dobletes de MTs periféricos del axonema del flagelo. (Imagen perteneciente a la Tesis de

Carranza, 2010).
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V1.3 Localizacion de los TBCs mediante inmunofluorescencia y analisis
por microscopia confocal:

Una vez demostrada la presencia de TBCD y TBCE mediante técnicas
bioguimicas, el siguiente paso fue determinar la localizacion subcelular de estas
proteinas en los espermatozoides de eyaculado y en los ovocitos mediante técnicas de

inmunofluorescencia.

VI1.3.1 Inmunofluorescencia en espermatozoides

Para realizar este estudio utilizamos espermatozoides capacitados y como
anticuerpos primarios un anticuerpo a-tubulina comercial, anticuerpos TBCD y TBCE
purificados por afinidad y los fluorocromos Hoeschst para visualizar los nucleos y

Mitotraker para visualizar las mitocondrias.

V1.3.1.1 Localizacién de TBCD mediante inmunofluorescencia:

El andlisis mediante microscopia confocal de alta resolucion de las muestras de
espermatozoides revela que TBCD se localiza en los centriolos y a lo largo del flagelo
(Fig.R-9, Ay B).
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Tubulina/

Fig.R-9: Imégenes de microscopia confocal de la misma muestra de espermatozoides humanos pseudo
coloreada para facilitar la identificacion de las estruturas. A. Deteccion de TBCD mediante técnicas de
inmunofluorescencia donde se han detectado TBCD (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y el ADN
(canal azul). Se observa la presencia de TBCD en los centriolos y en el flagelo. B. Se detecta TBCD
(canal verde), la a-tubulina (canal cian), mitocondrias con mitotraker (canal rojo) y el ADN (azul). En la
pieza intermedia del flagelo se detecta la presencia de mitocondrias.
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Mediante inmunocitoquimica y posterior anélisis por microscopia confocal de
alta resolucion se observa que la intensidad de la sefial de TBCD es mayor en el
centriolo distal indicando que se encuentra mas concentrado en este centriolo que en el

proximal (Fig.R-10).

Fig.R-10: Imagen de microscopia confocal detallada de un espermatozoide con ampliacion de la zona de
localizacion de los centriolos. Se puede apreciar una mayor intensidad en la sefial de TBCD en el
centriolo distal.

V1.3.1.2 Localizacion de TBCE mediante inmunofluorescencia:

Al igual que con TBCD, se realizaron técnicas de inmunofluorescencia con
TBCE vy al realizar el estudio de la localizacion subcelular de TBCE mediante
Microscopia Confocal, se observd que TBCE se sitla en la pieza intermedia del flagelo
(Fig.R-11A) rica en mitocondrias. Cuando se utiliz6 la sonda mitotraker para localizar
las mitocondrias, se comprob6 que a pesar de que tanto las mitocondrias con TBCE se
encontraban localizadas en la pieza intermedia del flagelo, no colocalizaban entre si
(Fig.R-11B).

120



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Resultados

Fig.R-11: Imé&genes de microscopia confocal de espermatozoides humanos. A. Deteccion TBCE (canal
verde), la a-tubulina (canal rojo) y el ADN (canal azul). Se observa la presencia de TBCE en la pieza
intermedia del flagelo. A1.Ampliacién de la cabeza y pieza intermedia de un espermatozoide donde se
distinguen los dos centriolos (canal rojo) en la pieza de conexién entre la cabeza y el flagelo y TBCE en
la pieza intermedia.
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Tubulina/

Fig.R-12: Im&genes de microscopia confocal de espermatozoides humanos. A. Se observa la presencia de
TBCE (canal verde), la a-tubulina (canal cian), mitocondrias (canal rojo) y el ADN (canal azul). Al.
Imagen ampliada donde se observa la presencia conjunta de las mitocondrias y TBCE en la pieza
intermedia del flagelo donde se aprecia que no colocalizan.
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V1.3.2 Inmunofluorescencia en ovocitos

Al igual que con los espermatozoides, una vez demostrada la presencia de
TBCD y TBCE mediante técnicas bioguimicas, estudiamos la localizacion subcelular de
estas proteinas en los ovocitos y para ello llevamos a cabo técnicas de
inmunofluorescencia con los mismos anticuerpos y con ovocitos en diferentes estadios
de maduracion con el proposito de observar si existian diferencias en la localizacion de

TBCD y TBCE a lo largo de las diferentes fases de la meiosis.

V1.3.2.1 Localizacion de TBCD mediante inmunofluorescencia:

VI1.3.2.1.1 Localizacion de TBCD en PI:

En las inmunofluorescencias realizadas para determinar la localizacion
subcelular de TBCD en ovocitos en el estadio de Pl (Fig.R-13) se utilizé un anticuerpo
secundario de conejo unido a Alexa 488 (verde) que detecta la presencia de TBCD en
forma de cimulos o granulos en el citoplasma con una distribucién aleatoria aunque
muestran una cierta tendencia a localizarse préximos a la membran nuclear. La VG es
facilmente reconocible ya que el ADN unido al fluorocromo Hoestch emite sefial en el
canal azul percibiéndose la disposicion caracteristica en forma de red de anclaje que

tiene el material genético dentro de esta estructura (Fig.R-13.A1).
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Fig.R-13: Imagenes de microscopia confocal de cortes de planos Z en ovocitos humanos en VG. A.
Deteccion de TBCD (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y el ADN (canal azul) donde se observa la
presencia de cimulos de TBDC en el citoplasma y con una cierta tendencia a localizarse préximos a la
VG (Ampliacion Al). B. Serie de imagenes de diferentes planos Z del mismo ovocito donde se aprecia la
presencia de los granulos de TBCD en el mismo plano que la VG.

VI1.3.2.1.2 Localizacion de TBCD en MlI:

El siguiente paso fue valorar la presencia de TBCD en el siguiente estadio de
meiosis, M1, y al igual que en los PI, TBCD se localiza en el citoplasma con una
distribucion aleatoria formando cimulos de mayor tamario a los observados en los PI.
En los MI, al igual que en los PI, se observa una cierta tendencia de los granulos de

TBCD a localizarse préximos al material genético. (Fig.R-14).
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Fig.R-14: Imagenes de microscopia confocal de planos Z ovocitos humanos en MI. Deteccion de TBCD
(canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y cromosomas (canal azul) donde se observa la presencia de
cumulos de TBCD en el citoplasma y su tendencia a ubicarse en localizaciones cercanas al material
genético (detalle ampliado Al).
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3.2.1.3 Localizacién de TBCD en MIl:

Por altimo, se valord la localizacion subcelular de TBCD en ovocitos en M.

2pm

Fig.R-15: Imagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocito humanos en MIl donde se observa
por un lado los cromosomas dispuestos en el huso y por otro el CP. A. Imagen detallada del CP donde se
encuentra parte del material genético sobrante (canal azul) que tiene que eliminar el ovocito para
convertirse en una célula haploide y algo de citoplasma. B. Imagen detallada de los cromosomas del
ovocito donde se puede apreciar la presencia de alguno de los MTs (a-tubulina, canal rojo) que forman
parte del huso meiético.

Al realizar el anélisis mediante microscopia confocal de alta resolucion, se
observa que al igual que con los estadios de maduracion anteriormente estudiados,
TBCD se localiza en el citoplasma de los ovocitos detectandose una mayor presencia de
este cofactor en las zonas proximas o incluso en contacto con los cromosomas que se
deberian de encontrar unidos al huso meidtico aunque este no se aprecie en las fotos
(Fig.R-16.1).
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También se observan diferencias en la forma o consistencia, tamafio y
distribucion de TBCD entre diferentes ovocitos en MII. En la imagen A de la figura R-
16.1A, se observa una agrupacion mas compacta y densa mientras que en la imagen R-

16.1B forma acumulos algo mas grandes que se localizan rodeando el ADN.

Fig.R-16.1: Iméagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en MilI.
Deteccion de TBCD (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y cromosomas (canal azul) donde se
observa la presencia de cimulos de TBCD de diferente tamafio y consistencia en el citoplasma y en
contacto con los cromosomas (Ampliacion B1 y C1). También se detecta la presencia de tubulina en
contacto con el material genético.
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V1.3.2.2 Localizacion de TBCE mediante inmunofluorescencia:

VI1.3.2.2.1. Localizacion de TBCE en PlI:

Tal y como se hizo con TBCD, la localizacion subcelular de TBCE también fue
valorada con técnicas de inmunofluorescencia y anélisis mediante microscopia confocal
iniciandose el estudio en los ovocitos mas inmaduros es decir en los Pl, donde se
detecta la presencia de TBCE en forma de cumulos o granulos distribuidos por el

citoplasma.

Al igual que se observa con TBCD, la forma y distribucion de los cimulos de TBCE
muestran cambios de unos Pl a otros (Fig.R-17.1 y 17.2) ya que ambos ovocitos a pesar
de ser Pl estan en diferentes estadios de maduracion dentro de la misma fase de la
meiosis ya que se observan diferencias en la consistencia y forma del ADN dentro de la
VG. En la Fig.R-17.1 se observa que el ADN de la VG se dispone en forma de red
mientras que el ADN del PI de la Fig.R-17.2 estd empezando a condensarse y por lo

tanto se trata de una fase madurativa mas avanzada que la del ovocito de la Fig.17.1.
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Fig.R-17.1: Imégenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en PI. Deteccion de
TBCE (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y el ADN (canal azul) donde se observa la presencia
TBCE. A. Ovocito en Pl donde el ADN de la VG se dispone en forma de red (Ampliacion A1) y TBCE se
encuentra formado una especie de cimulos o nubes (Ampliacion A2).
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Fig.R-17.2: Imagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en PI. Deteccion de
TBCE (canal verde), la o-tubulina (canal rojo) y el ADN (canal azul) donde se observa la presencia
TBCE. B. Ovocito en Pl donde TBCE se detecta en forma de un nimero elevado de granulos de menor
tamafo que los camulos que presentaba el ovocito de la imagen R-20.1(Ampliacion B1)y el material
genético estd empezando a condensarse (Ampliacion B2). A diferencia de TBCD, los cimulos de TBCE
no se localizaban préximos la VG.
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VI1.3.2.2.2 Localizacion de TBCE en MI:

El siguiente paso de la meiosis en donde se realizo la valoracion de la presencia
de TBCE fue en ovocitos en MI. Y al igual que en las PI, TBCE se encuentra formando
cumulos dentro del citoplasma y no muestran ningln patrén de distribucion
determinado (Fig.R-18) y al contrario que ocurre con TBCD estos no se localizan

préximos al material genético.

Fig.R-18: Imagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en MI. Deteccion de
TBCE (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y cromosomas (canal azul) donde se observa la presencia
TBCE en el citoplasma.
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VI1.3.2.2.3 Localizacion de TBCE en MII:

Por altimo, se valoré la localizacién subcelular de TBCE en ovocitos en Ml
donde al igual que en los estadios anteriores, Pl y Ml se encuentra localizado en forma

de granulos distribuidos por el citoplasma.

La distribucion de los cimulos de TBCE presenta cambios de unos MII a otros
(Fig.R-19), tal y como se observa con TBCD y TBCE en otros estadios madurativos ya

que los ovocitos podrian haber estado en diferentes fases dentro de la etapa de M.

Fig.R-19.1: Imagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en Mil.
Inmunofluorescencia de TBCE (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y cromosomas (canal azul).
TBCE se detecta en el citoplasma. Unido a la ZP se puede observar las cabezas (azul) y los flagelos (a-
tubulina, canal rojo) de los espermatozoides que ha intentado fecundar al ovocito sin éxito. También se
puede ver en esta imagen la presencia del CP donde hay parte del exceso de material genético que el
ovocito tiene que eliminar para convertirse en una célula haploide
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Fig.R-19.2: Imagenes de microscopia confocal de planos Z de ovocitos humanos en Mil.
Inmunofluorescencia de TBCE (canal verde), la a-tubulina (canal rojo) y cromosomas (canal azul).
Tanto en la imagen A como en la B, se detecta la presencia de TBCE en contacto con los cromosomas
(AlyB1).
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También hemos detectado la presencia de TBCE, en ovocitos que han iniciado
los mecanismos de fecundacion pero no han sido capaces de finalizar el proceso ya que
a las 18 horas postpuncién no presentaron los 2PN2CPs (dos pronucleos y dos
corpusculos polares) (Fig.R-20).

Fig.R-20: Imagenes de microscopia confocal de planos Z en un MII microinyectado y que no ha
completado el proceso de fecundacion. En este ovocito ha tenido lugar los primeros mecanismos de
activacion del ovocito cuando tiene lugar la fecundacion. Por un lado el MII ha reanudado la division
meidtica ya que se detectan los dos CP (Al). Dentro del ovocito se observan dos grupos de ADN (A2),
probablemente uno corresponde al ovocito ya que se encuentra préximo a uno de los dos CP y el otro al
nacleo del espermatozoides. TBCE (A3) se encuentra formando granulos que tienden a estar mas
concentrados en una region del citoplasma no muy préxima al material genético.
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V1.4 Evaluacion de haplotipos ligados al “Sindrome del enfermo de los
cofactores de la tubulina” en pacientes con problemas de
fertilidad”:

Este apartado del trabajo formaba parte del estudio del Sindrome del enfermo de
los cofactores de la tubulina y realizado en colaboracion con el Dr Carlos Valiente
Barrosso y el Servicio de Psiquiatria del HUMV donde se incluyeron pacientes
psiquiatricos con enfermedades relacionadas con alteraciones en el desarrollo neuronal
y pacientes con problemas de fertilidad. La finalidad del estudio fue realizar un cribado
genético basado en el genotipado de una serie de tagger SNPS de los genes que
codifican para los TBCs en pacientes con problemas de fertilidad. Para ello y con la
ayuda de la lista de coding SNPs de los genes de TBCs propuesta por la NCBI en el afio
2008 se disefid un chip de ADN con 33 coding SNP y se afiadieron 24 tag SNPs para
poder realizar estudio de haplotipos. El andlisis de los resultados de los haplotipos
generados fue realizado mediante programas suministrados por el propio CeGen y con

ayuda del Dr Pascual Sanchez Juan, experto en epidemiologia genética.

Los cambios observados fueron:

« Arl2: rs664226 Val x Ala en 20% pacientes (esquizofrenia y esterilidad)

« TBCB: rs1801989 Pro x Leu, en 1 paciente de esquizofrenia

« TBCC: rs2234025 Ala x Val, en 1 paciente de esquizofrenia

« TBCD: rs2292971, Met x Thr, 1 paciente de esquizofrenia (en
homocigosis)

« TBCD: rs11550064, Arg x lle, 1 paciente de esquizofrenia (en
heterocigosis)

« TBCD: rs3785522, Glu x Gly, en 1 paciente de esterilidad

« TBCE: rs16832611, Val x Ala, en 1 paciente de esquizofrenia y en un

sano en heterozigosis

De toda la poblacién de pacientes de fertilidad estudiada, s6lo una paciente de la
URA presenta un cambio en homocigosis en el SNPs RS3785522 del gen que codifica
para TBCD. Esta variacion consiste en un cambio del amino4cido glutamina por el
aminoacido glicina en una de las zonas mas conservadas de TBCD. En concreto, en la
region distal del extremo C-terminal que comprende una de las dos localizaciones de

TBCD que interacciona con los centriolos (Fanarraga y col, 2010).
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Fig.R-21: Esquema resumen de la ubicacion del cambio en el SNPs RS378522 detectado en homocigosis
en una paciente de la URA en el mapa del gen de TBCD con la ubicacién de los SNPs que seleccionamos
para hacer el estudio (tesis Valiente, 2009).

El diagndstico de la mujer fue de baja respondedora ya que el dia de la puncién
se obtuvieron menos de 5 ovocitos (Barri y col, 1998; Rombauts y col, 1998; Surrey y
col, 1998) y el del varon astenozoospermia (movilidad progresiva inferior al 35%). La
pareja se sometio a dos ciclos de fecundacion in vitro. En el primer ciclo se obtuvieron
5 ovocitos maduros y de ellos fecundaron 2 que no pudieron ser transferidos al Utero
porque no evolucionaron favorablemente. En el segundo ciclo, se obtuvieron 4 ovocitos
maduros y fecundaron 2 que fueron transferidos al dtero materno dando lugar al
nacimiento de un nifio sano (46 XY). A pesar de que la pareja consiguio tener un hijo,

las tasas de fecundacion y de desarrollo embrionario fueron bajas (inferiores a un 50%).
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VIl DISCUSION
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En los procesos de reproduccion, los MTs son fundamentales debido a que estan
implicados en los mecanismos de formacién de gametos y embriones. En los gametos,
participan en la separacion de las cromatidas durante la mitosis/meiosis, la citocinesis,
el transporte intracitoplasmico, la formacion del manchette y en el ensamblaje y
mantenimiento de flagelos. Durante el proceso de fecundacion intervienen en la

aproximacion de los pronucleos y formacion del centrosoma del embrion.

Es sabido que en todas las células eucariotas, gametos incluidos, donde hay MTs
deberia de haber TBCs, ya que estan implicados en la biosintesis y degradacion de la
tubulina que constituye la unidad funcional de los MTs. Por estos motivos, decidimos
realizar el estudio de los TBCs en gametos humanos. Y en concreto, nuestros trabajos se
centraron en TBCD y TBCE porque ademas de participar en el plegamiento y
asociacion de los polipéptidos recién sintetizados de tubulina, también tienen la
capacidad de asociarse al dimero de tubulina y disociarlo, separando los polipéptidos de

a- y B- tubulina entre si, lo cual puede ser importante en la remodelacion microtubular.

Durante el estudio aplicamos diferentes técnicas bioguimicas en gametos
humanos, células de tejido renal (Hek293T) y células de corteza cerebral humana donde
previamente se conocia la existencia y cantidad de estas proteinas para confirmar la
presencia de TBCD y TBCE en los ovocitos y espermatozoides de eyaculado

demostrando que su concentracion es mayor en estos gametos que en células somaticas.

En los espermatozoides, el aumento de la concentracion de TBCD y TBCE
observadas en nuestro estudio, con respecto a las células somaticas podria deberse a que
los espermatozoides poseen un citoesqueleto muy especializado que forma un flagelo
(50 pm de longitud) que es responsable de la mayor parte de la envergadura de estas
células (60 pum de longitud). Para mantener constante su longitud, el flagelo
experimenta continuamente procesos de polimerizacion y despolimerizacion de los MTs
en el extremo maés distal de su axonema y para ello requiere de un aporte continuado de
heterodimeros de ap-tubulina. Por lo tanto es muy probable que necesite de la presencia
de niveles elevados de TBCD y TBCE, ya que ambos cofactores estan implicados tanto

en la asociacién como en la disociacién de los dimeros de tubulina.

El hecho de que las concentraciones de estos dos TBCs estén elevadas en

espermatozoides, nos induce a pensar que es muy probable que algo similar ocurra en
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estadios madurativos més tempranos. La formacion de espermatozoides a partir de las
espermatogonias requiere de cambios draméticos en la organizacion de los MTs que
implican la aparicion de estructuras transitorias como el manchette 0 mas estables como
el flagelo. Y por la tanto van a precisar de un gran aporte de subunidades de tubulinas y
de la participacion de TBCD y TBCE asi como del resto de los TBCs. Durante el
estudio, no se ha confirmado esta hipdtesis debido a las dificultades técnicas en la
obtencion y separacion de los diferentes estadios de maduracion a partir de tejido
testicular humano, pero si que podemos sefialar que los resultados obtenidos con
extractos de testiculos de raton apoyan esta idea ya que demuestran que la
concentracion de estos dos TBCs es elevada (tesis Carranza, 2010 y tesis Bellido,
2006). Y ademés en el caso de TBCE podemos afadir que alcanza su maxima
concentracion en el ratén adulto cuando la espermatogénesis estd mas activa (tesis
Carranza, 2010).

La aplicacion de técnicas de inmunomicroscopia, nos han permitido detectar la
localizacion subcelular de TBCD y TBCE en espermatidas y espermatozoides de
eyaculado y los hallazgos obtenidos apoyan la idea expuesta anteriormente basandonos
en los resultados de las pruebas bioquimicas, donde planteamos la necesidad de la
presencia de niveles elevados de TBCD y TBCE en estas células debido a los
fendmenos constantes de polimerizacion y despolimerizacion de MTs que tienen lugar

en ellas.

TBCD se localiza en los centriolos de las espermatidas y en los espermatozoides
siendo su concentracion mayor en el centriolo distal. TBCE ha sido localizado en la
region pericentrosomal de los espermatozoides humanos y aunque el estudio que
realizamos en tejido testicular humano no aport6 resultados probablemente debido a que
el tratamiento al que sometimos los tejidos para poder realizar la técnica de
inmumomicroscopia modificara los epitopos que reconocia nuestro anticuerpo, si que
podemos confirmar que ha sido localizado TBCE en la region pericentrosomal de las
espermatidas de raton en nuestros laboratorios (Tesis Carranza, 2010). Y nuestros
resultados coinciden con los obtenidos por diferentes grupos (Cunningham y Kahn,
2008; Lopez Fanarraga y colaboradores, 2010; Tesis Carranza, 2010) donde demuestran
que tanto TBCD como TBCE a pesar de ser proteinas citosélica se pueden localizar

también en los centrosomas y zonas pericentrosomales.
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La localizacion centrosomal de estos TBCs, también ha sido descrita en los
cuerpos basales de los cilios de las células ependimales de raton que, al igual que los
centriolos actian como MTOC (Lépez Fanarraga y col, 2010). Este resultado es l6gico
si tenemos en cuenta la gran semejanza que existe entre los cilios y flagelos ya que
incluso hay varios autores que consideran que los flagelos y los cilios eucariotas son dos
formas de la misma estructura celular formadas por MTs (Lindemann y col, 2010;
Mizuno y col 2012; Konno y col, 2012)

Para que se forme el flagelo en las espermatidas alargadas, es necesario que
tenga lugar la nucleacion a partir de los cuerpos basales. Cunningham y Kahn (2008)
han descrito la capacidad que tiene TBCD para reclutar estos complejos y otras
proteinas (pericentrina por ejemplo) actuando como un adaptador entre los centriolos y
los componentes PCM. EI hecho de que TBCD se encuentre mas concentrado en el
centriolo distal de la espermatida podria estar relacionado con esta capacidad de TBCD,
ya que es el centriolo que actua de plantilla para la formacién del axonema del flagelo.

En este proceso de formacion del flagelo, también se necesita un aporte elevado
de subunidades de a- y B- tubulina. Qin y col. (2004) basandose en sus resultados y en
los de otros grupos (Jonson y Rosembaum, 1992; Piperno y col, 1996; Deane y col,
2001), proponen que es en la base del flagelo donde se acumulan las moléculas
precursoras de los diferentes componentes del axonema y donde tiene lugar el
preensamblaje de algunos de estos componentes antes de ser transportados a la cola del
flagelo mediante el IFTs. Si esto es asi, la presencia de TBCD y TBCE en la zona del
centrosoma, podria ser debida a su participacion en los procesos de polimerizacion de
las subunidades de a- y B- tubulina que serian transportadas como pequefios fragmentos
de MT o protofilamentos por el axonema a lo largo del flagelo en formacién. Al igual
que en las espermatidas, la localizacion centrosomal y pericentrosomal de TBCD y
TBCE en el espermatozoide podria estar relacionada con el mismo proceso de
preensamblaje de los heterodimeros de a- y B- tubulina que serian transportados como

un heterodimero al axonema del flagelo para mantener su longitud.

Por otro lado, los diferentes componentes del axonema desensamblados en el
extremo flagelar, van a ser transportados al cuerpo celular mediante ITFs retrogrado
para posteriormente ser degradados (Qin, 2004). Parece logico pensar que la presencia

de TBCD y TBCE a lo largo del axonema del flagelo, podria estar relacionada con estos
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procesos de desensamblaje de los MTs debido a la capacidad que tiene ambos de
participar en los procesos de renovacion de los MTs captando a- y PB-tubulina del

heterodimero, respectivamente.

Diferentes grupos investigadores (Huang y col, 2009; Lutz y Burk, 2006,
Schermer y col, 2006) basandose en sus resultado obtenidos en diferentes especies y
tipos celulares, proponen que alguno de los componentes del flagelo, entre ellos a-
tubulina acetilada, son transportados al cuerpo celular para ser degradados a traves de la
ruta ubiquitina-proteosoma y que la union de estas moléculas o estructuras de deshecho
a ubiquitinas o a proteinas relacionadas seria la sefial para que fueran reconocidas por el

IFT retrogrado y transportadas al cuerpo basal para ser destruidas por el proteosoma.

Ha sido propuesto por Bartolini y cols, 2005 y Kortazar y col, 2007, la
posibilidad de que el dominio UBL localizado en el extremo C-terminal de TBCE
podria contribuir a la interaccién de este cofactor con el proteosoma y mediar de esta
manera en la degradacion de a-tubulina participando en los fendmenos de preteostasis
de la tubulina. De hecho existe una proteina muy similar a TBCE, denominada TBCEL
(del término inglés, cofactor E-like), cuya sobre expresion induce la despolimerizacion
masiva de los MTs celulares y la degradacion de la a-tubulina via proteosoma (Bartolini
y col, 2005; Keller y col, 2005). Y TBCD podria estar involucrado en la degradacion de
B -tubulina via la ruta ubiquitina-proteosoma a través de las repeticiones tipo armadillo

gue posee en su extremo N-terminal (Grynberg y col, 2003; Ju y col, 2007).

Esta via de degradacion de proteinas, debido a la localizacion subcelular de
TBCD y TBCE también podria estar implicada en la reduccion parcial que sufre el
centriolo distal durante el proceso de elongacion de las espermatidas (Barroso y col,
2009).

Mediante la realizacién de técnicas bioquimicas y de inmunomicroscopia en
ovocitos humanos, al igual que hemos observado en espermatozoides, la concentracion
de TBCD y TBCE es proporcionalmente mayor en los ovocitos que en las células
somaticas aunque en estas células la localizacion subcelular de TBCD y TBCE es
citosélica siendo este resultado légico ya que los ovocitos humanos carecen de
centrosomas. Esta peculiaridad en las diferentes localizaciones subcelular de TBCE y
TBCD ha sido observada en otras proteinas como por ejemplo la y-tubulina que también
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se encuentra localizada tanto en el citosol como en el centrosoma de las células

somaticas (Moudjou y col, 1996).

Como resultado general, tanto TBCD como TBCE se localizan en los tres
estadios de maduracion ovocitaria (PI, Ml y MII), formando acimulos de mayor o
menor tamafio en el citosol. La posicion de ambos cofactores en el ooplasma presenta
cambios en su distribucién y tamafio dependiendo del estadio en el que se encuentre el
ovocito e incluso dentro de la misma fase de maduracién (Fig.R-16, R-17, R-19 y R-
20). Y esto podria ser debido a que la formacion de un ovocito maduro implica cambios
no so6lo a nivel del material genético (meiosis), sino también a nivel del citoplasma
como por ejemplo el desplazamiento de ciertos organulos como las mitocondrias, RE,
AG, etc. donde estan implicados los MTs, y donde hay MTs hay TBCs asi que no es de
extrafiar que estos cambios o modificaciones también afecten a la distribucién o
localizacion de TBCD y TBCE.

Para poder confirmar estas hipotesis, seria interesante en un futuro continuar con
el estudio realizando trabajos que permitan estudiar la posible colocalizacion de TBCD
y TBCE con otras proteinas u estructuras celulares en ovocitos. Ya que por ejemplo tal
y como se ha descrito en la introduccién, durante la maduracion de los ovocitos, los
MTs van a participar en el desplazamiento de las mitocondrias a aquellas zonas del
ooplasma donde se necesite un aporte de ATP. También se ha observado en neuronas
motoras que una de las localizaciones de TBCE se encuentra en la region cis del AG
donde participa en el transporte de tubulinas a lo largo del axén (Schaefer y col, 2007).
El AG puede actuar como centro de nucleacién de MTs (Efimov y col, 2007; Rivero y
col, 2009; Rios, 2014), debido a la capacidad que tiene de unirse a través de diferentes
proteinas (AKAP450, CDK5Rap2, miomegalina, pericentrina,) a los complejos y-TURC
y actuar de manera similar a un centrosoma. (Takahashi y col, 1999; Wang y col, 2010,
Verde y col, 2001; Oddoux y col, 2013). Los MTs formados a partir de estas estructuras
podrian estar implicados en el transporte de sustancias o moléculas a la membrana
plasmatica. En los ovocitos humanos, el AG por un lado modifica su posicion en el
citoplasma a medida que el ovocito va madurando y por otro lado exporta glicoproteinas
ala ZP y da lugar a la formacion de los granulos corticales que se encuentran situados
alrededor de la membrana plasmatica. El transporte de estas moléculas o estructuras

subcelulares desde el AG a la membrana plasmatica o ZP del ovocito, podria ser similar
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al transporte de los componentes del axon desde el AG a la punta del axén con la
participacion de TBCE.

A pesar de la localizacion citosélica difusa de ambos TBCs, en el caso de TBCD
se aprecia un cierto patron de distribucion asociado al material genético dependiendo
del estadio de maduracion del ovocito. En los ovocitos en PI, TBCD se encuentra
localizado muy proximo a la VG donde de acuerdo a otros estudios podria estar
involucrado en el reclutamiento de pericentrina y y-tubulina al centrosoma. Es posible
que ademas tenga la capacidad de unirse a estas proteinas en el citosol sin inhibir la
capacidad de nucleacion de MTs de las mismas (Cunningham y Kahn, 2008; Lopez
Fanarraga y col, 2010). Este hecho podria explicar la localizacion de TBCD proxima a
la VG, ya que en los ovocitos humanos, aunque la formacién del huso meiotico es
acentrosomal, se requiere la presencia del complejo y-TURC (Rios, 2014) para que tenga
lugar la nucleacion de los MTs. Tal y como se describe en la introduccion, existe la
posibilidad de que haya material centrosomal asociado a la membrana nuclear de la VG
y estos elementos posteriormente podrian formar parte de los MTOCs, a partir de los
cuales se formaria el huso meiotico una vez que la membrana nuclear se haya roto. La
presencia de estructuras similares o parecidas a las que estamos proponiendo, han sido
ya descritas en las células ependimales de ratdn durante la ciliogénesis, donde se ha
observado en el citoplasma la presencia de unas estructuras redondas de unas 0,3 pm en
diametro denominadas rosetas centriolares formadas por TBCD y v- tubulina (Lopez

Fanarraga y col, 2010).

TBCD no sélo participa en el reclutamiento de proteinas al centrosoma sino que
también esta involucrado en la formacion y ensamblaje del huso mit6tico. Por este
motivo, es probable que su presencia cerca o incluso en contacto con los cromosomas
en los M1 y MII pueda estar relacionada con su participacién en los husos meiéticos.
Aunque se desconoce el mecanismo exacto que conduce a la formacion de este huso
acentriolar, se cree que intervienen MTOC y los cromosomas y esto coincide con la

localizacién de TBCD.
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ITBCE

Fig.D-1: Esquema resumen de la localizacién subcelular de TBCD y TBCE en gametos humanos. A.
Dibujo de una espermétida elongada donde se inicia la formacién del flagelo. TBCD se localiza en los
centriolos y TBCE en la region pericentrosomal. B. Dibujo de un espermatozoide maduro donde TBCD y
TBCE se encuentran en los centriolos y en la region pericentrosomal respectivamente y en el flagelo. C.,
D., E. Figuras representativas de ovocitos en PI, Ml y MII donde se aprecia la localizacion
citoplasmatica en forma de acimulos de TBCD y TBCE y la localizacién de TBCD préxima al material
genético en los tres estadios de maduracion ovocitaria
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Tal y como hemos comentado al inicio de la discusion, los MTs y por tanto los
TBCs también estan implicados en diferentes mecanismos celulares que participan en el
proceso de fecundacion y primeras divisiones celulares del embrion y aunque por
razones legales y éticas no he podido continuar con nuestro estudio en ovocitos
humanos fecundados, la evidencia de los estudios anteriores indican que tanto TBCD
como TBCE estan implicados en estos procesos.

Una vez que tiene lugar el contacto entre los gametos y en un periodo de tiempo
relativamente corto (72 h) va a tener lugar la terminacion de la meiosis por parte del
ovocito, la descondensacion de los prondcleos y su desplazamiento dentro del
citoplasma para poder juntarse y fusionarse, la creacion del centrosoma del embrion y
las tres divisiones mitdticas necesarias para que el embridn alcance el estadio de 6-8
células y adquiera la capacidad de activar su genoma. En casi todos estos procesos se
requiere necesariamente la participacion de una gran cantidad de MTs y por tanto es
requisito imprescindible que haya tubulina en grandes cantidades. Hemos de recordar
que basandonos en nuestros resultados (Fig. R-1) y los de otros grupos (Boiso y col,
2002; Mandelbaun y col, 2003; Chen y col, 2003; Li y col, 2006; Coticchio y col,
2013), es muy posible que la concentracion de tubulina en los ovocitos sea muy
pequefia, ya que es probable que posean una red microtubular muy escasa, constituida
en su mayor parte por los MTs del huso mei6tico en los MI y MII. Esto implicaria que
la gran cantidad de tubulina que requiere por un lado el ovocito fecundado y por otro el
embridn en sus primeros estadios de division va a ser traducida a partir de los ARNm
que aportaria alguno de los gametos. La elevada sintesis de polipéptidos de a- y B-
tubulina necesitara la presencia de los TBCs para que tenga lugar el plegamiento y
ensamblaje del dimero de tubulina y este hecho justificaria los niveles elevados de

TBCD y TBCE observados en los ovocitos mediante las diferentes técnicas empleadas.

Por otro lado, una vez que ha tenido lugar la entrada del espermatozoide en el
ovocito y este ultimo se activa finalizando su division meiética, es posible que la
presencia de TBCD y TBCE en el centrosoma del espermatozoide esté relacionado con
la separacion del centrosoma y el axonema del flagelo quedando los centriolos libres
para que se forme a partir del centriolo proximal el aster de MTs responsable de la
aproximacion de los pronucleos masculinos y femeninos. Algo similar ha sido descrito

en las células de mamiferos, donde es necesario que el cuerpo basal se separe del cilio
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para que pueda iniciarse la mitosis ya que el centriolo contribuye a la formacién del
huso mitotico (Quarmby y Paker, 2005; Plonikova y col, 2008). EI mecanismo de
actuacion de TBCD y TBCE seria el mismo que hemos propuesto anteriormente en la
discusion para explicar la reduccion parcial del centriolo distal durante la
espermatogénesis y la despolimerizacion del extremo distal del axonema del flagelo del

espermatozoide.

Tanto el ovocito como el espermatozoide van a participar en la formacion del
centrosoma del embrion, ya que los centriolos del espermatozoide se van a duplicar
durante la formacion del aster de MTs que atrae a los pronucleos formando diplosomas
y el ovocito contribuye con parte del material pericentriolar (Sathanathan, 1998)
aportando gran cantidad de y- tubulina. Es muy probable TBCD esté involucrado en este
proceso ya que esta implicado en los mecanismos de centriologénesis (Lépez Fanarraga
y col, 2010) y en el reclutamiento de los complejos y-TURC al centrosoma
(Cunningahm y Khan, 2008).

Para completar el estudio y confirmar algunas de la hipdtesis expuestas
anteriormente, se realizaron estudios bioguimicos que confirmaron la presencia de los
ARNmM de los TBCs en los gametos humanos. Estos resultados coinciden con los de
grupos investigadores que han confirmado la presencia de los ARNm de diferentes
proteinas en espermatozoides como en ovocitos (Ostermeier y col, 2002; Barroso y col,
2009; Gosden y Lee, 2010). De hecho, ha sido descrita por Garcia-Herrero (2011) la
existencia de diferencias en los perfiles de ARNm entre los espermatozoides de
pacientes que embarazan y los que no mediante la técnica de ICSI.

La presencia de los ARNm de los TBCs en ambos gametos podria deberse a dos
motivos: por un lado, durante la formacion de los gametos, tiene lugar la sintesis de
gran cantidad de ARNm, antes de que tenga lugar su silenciamiento durante la PI,
quedando la regulacion de la expresion génica bajo el control de la sintesis de proteinas
en vez de la transcripcion (Gosden y Lee, 2010). Aunque algunos ARNm son
almacenados para su posterior uso durante el proceso de fecundacion y otros son
selectivamente degenerados de forma dirigida (Stitzel y Seydoux, 2007), una gran
mayoria de ellos son traducidos a proteinas durante la maduracion de estas células. Por
lo tanto, parece I6gico pensar, que es muy probable que parte de los ARNm de los

TBCs vayan a ser traducidos a proteinas durante la maduracion de los gametos, ya que
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dicho proceso requiere de grandes cambios en la red de MTs que implican procesos de
polimerizacion y despolimerizacién de las subunidades de a- y B-tubulina donde es
imprescindible la presencia de los TBCs. Para poder confirmar esta hipotesis, seria
necesario en un futuro realizar estudios de RT-PCR cuantitativos que nos permitan
detectar variaciones en las concentraciones de los ARNm de los TBCs en los diferentes
estadios de maduracién de los gametos.

Por otro lado, ha sido propuesto por diferentes autores, que los ARNmM
almacenados en los gametos podrian ser aportados al embridn por estas células, siendo
imprescindibles en las primeras divisiones embrionarias (Picton y col, 1998; Ostermeier
y col, 2004; Gosden y Lee, 2010) ya que la activacion del genoma embrionario humano
no tiene lugar hasta el estadio de 6-8 células y para poder alcanzar esta fase va a ser
necesaria la participacion de los MTs en la formacion del aster, husos mitéticos de las
primeras divisiones embrionarias, redistribucion de organulos, procesos de
centriologenesis etc. La presencia de los ARNm de los TBCs en ambos gametos, nos
indica que es muy probable que los TBCs necesarios para llevar a cabo la correcta
asociacion entre a y B-tubulina necesaria para la formacion de MTs, se sinteticen a

partir de los ARNm aportados por los gametos al embridn.

Una vez descrita la presencia de los ARNm de los TBCs en los gametos
humanos, es importante sefialar que los resultados obtenidos durante el estudio
muestran diferencias entre los ARNm que posee cada gameto ya que, por un lado los
espermatozoides carecen de ARNm para TBCD y TBCE mientras que en los ovocitos
aparecen dichos ARNm pero, por el contrario, los espermatozoides presentan el ARNm
para B-tubulina mientras que los ovocitos carecen de él. Estas diferencias en las
poblaciones de ARNmM podria deberse a que tanto los ovocitos como los
espermatozoides, al ser células haploides altamente especializadas, tienen la capacidad
de fusionarse entre si para crear un embrién viable y, para ello, cada uno de estos
gametos va a aportar diferentes elementos al embrién como por ejemplo los centriolos,
que son aportados por los espermatozoide o las mitocondrias que las aportan los
ovocitos. El grupo de Osteermeier (2004) sugiri6 que algo similar ocurre con los ARNm
ya que, es posible que exista una cierta complementariedad entre los ARNm aportados
por cada gameto. Es decir, el espermatozoide aportaria al ovocito ARNm que serian

necesarios para el zigoto pero no para el ovocito y por este motivo el ovocito careceria
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de ellos y viceversa. Por ejemplo, ha sido descrito que los espermatozoides aportan al
ovocito ARNm de la proteina clusterina y pequefios ARN de interferencia implicados
en la interaccion célula-célula, célula-sustrato, transporte de lipidos, formacién
pronucleos, activacion ovocitaria, transicion entre el genoma materno y el embrionario

etc. (Osteermeier y col, 2004).

Tal y como se ha comentado anteriormente, hemos detectado la presencia de
ARNm para B-tubulina en espermatozoides pero no en ovocitos, y este resultado nos
obliga a replantearnos nuestras hipétesis iniciales en las que pensabamos que el ovocito
aportaba ARNm de tubulinas al embrién. Este hecho podria ser debido a dos causas: por
un lado, el ovocito podria tener suficiente B-tubulina para llevar acabo su proceso de
formacion y maduracion y por este motivo no contiene ARNm para B-tubulinas. En ese
sentido, se sabe que el momento y el patrén de la sintesis de ARNm en el ovocito no
necesariamente coincide con la traduccion a una proteina activa (Picton
et al., 1998), por ejemplo se ha visto que el MPF es expresado mucho antes de que los
ovocitos sean competentes para realizar la meiosis, la enzima lactato deshidrogenasa
estd presente en cantidades muy superiores a las requeridas para llevar acabo el
metabolismo de los carbohidratos (Gosden y Lee, 2010) y algo similar se ha observado
con el receptor pu de opioides (del término inglés “p-opioid receptor”,OPRMI1)
(Agirregoitia y col, 2012) cuyo ARNm no esta presente en los ovocitos. Pensamos que
algo similar puede estar ocurriendo con las tubulinas en los ovocitos y por este motivo
no detectamos sus ARNm. Es posible que el ovocito contenga la B-tubulina suficiente
para poder madurar pero que degrade su ARNm porque no le es necesario y que el
espermatozoide aporte al ovocito en el momento de la fecundacién los ARNm que
daran lugar a las p-tubulina necesarias en las primeras divisiones embrionarias ya que
nuestros resultados confirman la presencia de ARNm para p-tubulina. De igual manera,
el ovocitos aportaria los ARNm de los cofactores TBCD y TBCE en esas primeras
etapas donde el genoma del embrién es todavia inactivo.

Una vez comprobada la importancia de los TBCs en los gametos humanos,
decidimos realizar estudios genéticos en pacientes de la URA. La finalidad del estudio
era detectar la existencia de alguna posible mutacion, polimorfismo o variacion en las
secuencias de geneticas de los TBCs que pudieran dar origen a proteinas mutantes

relacionadas con problemas de fertilidad. En el estudio realizado, no encontramos
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ningun polimorfismo directamente asociado a problemas de fertilidad pero seria
importante hacer dos puntualizaciones. Por un lado fuimos demasiado conservadores a
la hora de seleccionar los SNPs a estudiar, ya que estos fueron elegidos dentro de las
zonas mas conservadas entre diferente especies con la intencion de detectar cambios
importantes en la secuencias de los TBCs que pudieran estar ligados a patologias. Como
es sabido el grado de conservacion de las cadenas polipeptidicas de las proteinas a lo
largo de la evolucién es en general proporcional al grado de importancia tanto
estructural como funcional de los correspondientes aminoacidos y por lo tanto
variaciones en estas zonas estarian ligadas a alteraciones muy graves (ej. El sindrome de
Sanjad-Sakati HRD) e incluso puede que ni siquiera fueran compatibles con la vida, por
lo que es muy probable que las personas portadoras de estas alteraciones no se sometan

nunca a tratamientos de reproduccion asistida.

Por otro lado los tagging SNPs tampoco aportaron ninguna informacion
relevante aunque hay que sefialar que nuestra muestra era muy pequefia para este tipo
de estudio o andlisis y por lo tanto no se puede considerar concluyentes nuestros

resultados.
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Fig.D-2: Prediccion basada en los resultados que tenemos de las posibles funciones y localizaciones
subcelulares de TBCD y TBCE en el proceso de fecundacion y primeras divisiones celulares basandonos
en los resultados obtenidos. A. Esquema de un ovocito en MII fecundado por un espermatozoide. La
presencia de TBCD y TBCE en la region centrosomal del espermatozoide podria deberse a su
participacién en la separacion de los restos del flagelo del centrosoma para que se inicie la formacidn
del aster de MTs donde también estarian involucrados los TBCs. B. El aster de MTs es el responsable de
la aproximacion de los PNs masculino y femenino. C. A continuacién se produce la duplicacién de los
centriolos masculinos donde TBCD podria estar involucrado ya que en las células somaticas esta
implicado en el proceso de centriologénesis. D. Se observa la organizacion del primer huso mitdtico
donde se ha comprobado que en las células somaticas TBCDesta implicado en su formacién y
ensamblaje. E., F., G. Esquemas representativos de las primeras divisiones embrionarias hasta el estadio
de 8 células. La activacion del genoma del embrién humano, tiene lugar cuando el embridn alcanza el
estadio de 6 a 8 células. Hasta llegar a ese punto, se abastece de las proteinas y ARNms heredadas de los
gametos. Tanto los TBCs del ovocito como los ARNms de los TBCs aportados por ambos gametos, van a
participar en las primeras divisiones celulares en la formacién de los husos mitéticos, centriologénesis y
reordenacion y distribucion de los organulos celulares entre las blastomeras del embrién. (Cy D. son
figuras modificadas de Sathananthan, 1998)
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151



Estudio de los Cofactores de la tubulina en gametos humanos Conclusiones

1. Tanto el cofactor de la tubulina D como el cofactor de la tubulina E, se
encuentran presentes en los gametos humanos y su concentracion es mayor que

en las células somaticas.

2. En los ovocitos, las concentraciones de los cofactores de la tubulina D y E son
mayor que la de tubulina.

3. En las espermatidas el cofactor de la tubulina D, se localiza en los centriolos

siendo su concentracion mayor en el centriolo distal.

4. En los espermatozoides de eyaculado, el cofactor de la tubulina D esta presente
en los centriolos y a lo largo del flagelo, siendo su concentracion mayor en el

centriolo distal.

5. En los espermatozoides maduros, el cofactor de la tubulina E se encuentra

localizado en la zona pericentrosomal y a lo largo del flagelo.

6. En los diferentes estadios de maduracion de los ovocitos, VG, Ml 'y M|, tanto el
cofactor de la tubulina como el cofactor de la tubulina D se encuentran

localizados en el citoplasma celular formando cumulos de diferentes tamarios.

7. En los ovocitos, la localizacion de TBCD en el citosol podria estar asociada a un

patron de determinado dependiendo del estadio de maduracion.

8. En los ovocitos en profase I, el cofactor de la tubulina D tiende a ubicarse en

localizaciones muy préximas o incluso en contacto con la vesicula germinal.

9. En los MI y MII, parte de los acimulos del cofactor de la tubulina D, se

encuentran muy préximos o incluso en contacto con los cromosomas.
10. TBCE, presenta una distribucion citosolica difusa y al contrario que TBCD, no

parece estar asociada a ningun patrén caracteristico de distribucion dependiendo

del estadio de maduracién de los ovocitos.
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11. La presencia de los ARNm de los diferentes cofactores de la tubulina en los

gametos humanos implica que son importantes en la maduracion de los mismos.

12. La presencia de los ARNm de los diferentes cofactores de la tubulina en los
gametos “maduros” sugiere que estan implicados en los primeros estadios de

desarrollo embrionario.
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Este estudio demuestra por primera vez la presencia de TBCE y TBCD en los
gametos humanos y describe su localizacion subcelular: Las hipdtesis expuestas durante
la discusion, quedarian perfectamente demostradas, si en un futuro amplidramos este

trabajo con diferentes estudios tales como:

e realizar western blot con los diferentes estadios de maduracion de los ovocitos
para valorar si existen cambios en los niveles de estos TBCs en base al estadio

de maduracion.

e realizar técnicas de inmunomicroscopia para determinar la posible
colocalizacion de TBCD y TBCE con otras estructuras utilizando diferentes

marcadores.

e continuar con el estudio de inmunodeteccion TBCD y TBCE en ovocitos
fecundados y embriones procedentes de otras especies animales para evitar

problemas legales.

e aunque TBCD y TBCE parecen ser los TBCs mas importantes ya que poseen la
capacidad de asociarse al dimero de tubulina y disociarlo por ellos mismos, seria
importante realizar el mismo estudio con el resto de los TBCs, para poder
obtener la imagen completa de todo el proceso.

e en cuanto al estudio de SNPs, habria que ampliar la poblacion de estudio y
seleccionar los SNPs a estudiar utilizando secuencias mas detalladas y menos

conservativos que se hayan descrito en los ultimos afios.

e en caso de encontrar en los estudios de polimorfismos algun tipo de alteracién
relevante, habria que producir la variante alélica de forma recombinante para

estudiar su funcién in vitro e in vivo.

e realizar PCR para valorar la presencia del ARNm de a-tubulina en los gametos y
hacer PCRs cuantitativas para determinar la proporcion de cada uno de los

ARNmM y en los diferentes estadios madurativos de los ovocitos.
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